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RESUMO

O céancer de bexiga € considerado uma das neoplasias malignas mais agressivas
devido a seu perfil de recorréncia e progressao, e mesmo com a melhora nos métodos de
diagndstico e tratamento, a taxa de mortalidade ndo tem apresentado uma tendéncia de
declinio nas ultimas décadas a nivel mundial. Nessa perspectiva, a procura e 0
desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras é necessario. Os
fitoquimicos séo excelentes fontes de principios ativos com potencial terapéutico, que tém
sido usados desde ha séculos com fins terapéuticos e culinarios. O [6]-Shogaol € um
composto fendlico extraido do rizoma do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) que tem
apresentado efeitos antiproliferativos e antitumorais em uma ampla variedade de modelos de
canceres, tanto in vitro, quanto in vivo. No entanto, ndo se tém registros de estudos que
relatem um efeito antitumoral em modelos celulares de cancer de bexiga. Dessa forma, este
estudo teve como objetivo investigar o potencial citotéxico e pré-apoptético in vitro do [6]-
Shogaol contra células uroteliais de céncer de bexiga murinas (MB49), em relagcdo a
fibroblastos murinos ndo tumorais (L929). Por meio do estudo in vitro foi avaliado o efeito
citotoxico e pro-apoptotico, mediante a analise da reducdo da atividade metabdlica,
observacao de alterag6es morfoldgicas associadas a dano celular, identificagéo de alteracdes
no processo de formagéo de colbnias, avaliagdo do nivel de espécies reativas de oxigénio
intracelular, avaliacdo de alteragBes na estrutura nuclear, identificacdo de eventos de
apoptoses e a avaliacao do potencial anti-migratério. Com base nos resultados, se evidenciou
gue [6]-Shogaol foi capaz induzir efeitos citotoxicos que comprometeram a viabilidade celular,
exibindo uma concentracéo inibitéria de 50% das células (ICso) de 135,5 uM para as células
tumorais MB49 e de 205,3 pM para os fibroblastos ndo tumorais L929, além de inibir e alterar
0s processos proliferativos de formacdo de coldnias, apresentou atividade pré-apoptoética
identificada pela observacéo de fenétipos apoptéticos, mediada pela fragmentacéo nuclear.
Em suma, nosso estudo sugere que [6]-Shogaol provoca danos citotoxicos que comprometem
a viabilidade das células tumorais murinas de bexiga MB49, de maneira dependente da
concentracdo. Pode-se sugerir que [6]-Shogaol é promissor para delineamento em estudos
mais aprofundados para compreender suas propriedades antitumorais, por ser um forte

candidato fitoterapico no tratamento para o cancer de bexiga.

Palavras-chave: Cancer de bexiga, Citotoxico, Fitoterapico, ICso, Pro-apoptotico [6]-Shogaol.



ABSTRACT

Bladder cancer is considered one of the most aggressive malignancies due to its profile
of recurrence and progression, and even with the improvement in methods of diagnosis and
treatment, the mortality rate has not shown a declining trend in recent decades worldwide. In
this perspective, the search and development of more effective and safer therapeutic
alternatives is necessary. Phytochemicals are excellent sources of active ingredients with
therapeutic potential, which have been used for centuries for therapeutic and culinary
purposes. [6]-Shogaol is a phenolic compound extracted from the rhizome of ginger (Zingiber
officinale Roscoe) that has shown antiproliferative and anti-tumor effects in a wide variety of
cancer models, both in vitro and in vivo. However, there are no records of studies reporting an
antitumor effect in cell models of bladder cancer. Thus, this study aimed to investigate the in
vitro cytotoxic and pro-apoptotic potential of [6]-Shogaol against murine bladder cancer
urothelial cells (MB49), in relation to non-tumor murine fibroblasts (L929). Through the in vitro
study, the cytotoxic and pro-apoptotic effect was evaluated, through the analysis of the
reduction of the metabolic activity, observation of morphological alterations associated with
cellular damage, identification of alterations in the process of colony formation, evaluation of
the level of reactive species of intracellular oxygen, evaluation of alterations in the nuclear
structure, identification of apoptosis events and assessment of anti-migratory potential. Based
on the results, it was shown that [6]-Shogaol was able to induce cytotoxic effects that
compromised cell viability, exhibiting an inhibitory concentration of 50% of cells (ICso) of 135,5
UM for tumor cells MB49 and 205,3 uM for L929 non tumor fibroblasts, in addition to inhibiting
and altering the proliferative processes of colony formation, showed pro-apoptotic activity
identified by the observation of apoptotic phenotypes, mediated by nuclear fragmentation. In
summary, our study suggests that [6]-Shogaol causes cytotoxic damage that compromises the
viability of MB49 murine bladder tumor cells in a concentration-dependent manner. It can be
suggested that [6]-Shogaol is promising for delineation in more in-depth studies to understand
its antitumor properties, as it is a strong phytotherapeutic candidate in the treatment of bladder

cancer.

Keywords: Bladder cancer, Cytotoxic, ICso, Phytotherapic, Pro-apoptotic, [6]-Shogaol.
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1. INTRODUGAO.

Cancer € o nome conferido as neoplasias malignas, constituidas por células
transformadas que tém seu metabolismo adaptado e as vias que regulam sua funcionalidade,
para promover a iniciacdo e progressao de uma estrutura tumorosa, as quais se caracterizam
por proliferar excessivamente, e invadir tecidos adjacentes e distantes, sem responder aos
mecanismos de regulacdo do organismo (VANDER HEIDEN; DEBERARDINIS, 2017).
Segundo o relatorio realizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2020, foram
estimados para o ano 2030 a ocorréncia de 12,9 milhdes de 6ébitos por cancer e que existirdo
cerca de 24 milhdes de novos casos de pessoas diagnosticadas com a doenga, 0 que traz

impactos negativos a saude publica a nivel mundial (IARC, 2020).

De acordo com as estimativas apresentadas pela plataforma interativa Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) no ano de 2018, o cancer de bexiga representou cerca do 3% de
todos os cénceres, sendo possivel observar o impacto do cancer de bexiga em relagéo a
ampla variedade de canceres existentes (BRAY et al., 2018; SAGINALA et al., 2020).
Segundo o estudo de Wong e colaboradores (2018), a partir das informacgdes obtidas do banco
de dados da plataforma GLOBOCAN (2012), foram estimados padrfes de tendéncia do
cancer de bexiga, tanto para a incidéncia, quanto para a mortalidade, e ndo evidenciaram uma
tendéncia de declinio para nenhum desses indicadores para o Brasil no periodo 2030. Pelo
contréario, de acordo com sua proje¢ao estimaram um crescimento da taxa de incidéncia para
2030 de 164% em homens e de 1380% em mulheres, e em relacdo as taxas de mortalidade,

previram que permanecerdo estaveis para ambos os sexos (WONG et al., 2018).

O céncer de bexiga surge do urotélio, que recobre a superficie interna da bexiga, e se
caracteriza por apresentar altas taxas de morbilidade e mortalidade, devido a seu carater
recorrente e progressivo (KAMAT et al.,, 2016; SANLI et al.,, 2017). O cancer de bexiga
caracteriza-se por afetar maioritariamente adultos com idades acima de 55 anos, porém, esta
faixa etaria foi diminuindo gradualmente com o decorrer dos anos, pela ampla variedade de
fatores envolvidos que coadjuvam ao desenvolvimento desta neoplasia, os quais incluem os
fatores ambientais e genéticos (SAGINALA et al., 2020). Outra das particularidades desta
doenca, é que afeta preferencialmente aos homens em relagdo as mulheres (4:1), ndo
obstante, o prognéstico das mulheres com diagnoéstico de cancer de bexiga é mais
desfavoravel, devido a uma deteccdo tardia, em estagios mais avancados por um
mascaramento dos sinais e sintomas (BRAY et al., 2018; SAGINALA et al., 2020; WONG et
al., 2018). Todas estas caracteristicas e a agressividade deste cancer, o convertem em uma

problematica latente a nivel mundial, que é agravada pela estagnacao na taxa de mortalidade
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em varios paises nas Ultimas décadas, apesar da melhora nos métodos de diagndstico e
tratamento (SAGINALA et al., 2020).

Ainda que, a maior porcentagem dos casos de cancer de bexiga no momento de seu
diagnostico, sdo classificados como cancer de bexiga nao invasivo muscular (NMIBC - do
inglés Non Muscle Invasive Bladder Cancer), pela auséncia de invasdo a camada muscular e
por uma inexisténcia de um processo metastatico, esta neoplasia € caracterizada por ser
muito prevalente, recorrente e progressiva, podendo evoluir até desenvolver a doenca
metastética, por essas razdes sua vigilancia e controle devem ser rigorosos para nao agravar

o prognostico da doenca (TRAN et al., 2021).

Embora tenha-se observado uma melhora nas opgfes terapéuticas para o cancer de
bexiga nas lltimas décadas, existe uma alta taxa de falha dos tratamentos, pela baixa
especificidade e pelos efeitos colaterais que desencadeiam, ndo esquecendo 0 custo
econbmico consideravelmente alto para o paciente e os sistemas de saude (APOLO;
VOGELZANG; THEODORESCU, 2015). O céncer de bexiga afeta significativamente a
gualidade de vida dos pacientes e a maioria das opc¢des terapéuticas que compdem o0s
regimes de tratamento atuais comprometem consideravelmente a salde, como por exemplo,
aresseccdao transuretral do tumor de bexiga, que muitas vezes deixa remanescentes celulares
gue podem migrar e conformar novas estruturas tumorais na bexiga. Por outro lado, as
radioterapias e quimioterapias causam danos citotdxicos consideraveis em outros tecidos,
chegando a induzir alteracfes fisiolégicas que ndo sdo bem toleradas pelo organismo
(APOLO et al., 2015; LEE et al., 2020; YU et al., 2019).

Apesar do progresso tanto no diagnéstico quanto nos regimes de tratamentos, sua
disponibilidade, custo e efetividade sdo uma limitante. Por este motivo, a busca por novas
alternativas terapéuticas é de extrema importancia. Os produtos naturais sdo considerados
como uma excelente fonte de compostos bioativos terapéuticos, desde tempos imemoriais
tém sido usados para tratar uma ampla diversidade de doencas e padecimentos. O gengibre
(Zingiber officinale Roscoe), pertencente a familia Zingiberaceae, € uma especiaria
mundialmente empregada para o preparo de alimentos e bebidas. No entanto, também é
conhecida pelos diferentes estudos que relatam suas diversas propriedades terapéuticas, que
incluem acdes antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana, neuroprotetora, antidiabética,
antinalseas, antiemética, antiangiogénica e anticancerigena (MAO et al., 2019). O gengibre
€ abundante em compostos bioativos, como 0s gingerois, paraddis, shogaols, zingerona,
quercetina e outros (MAO et al., 2019). Um de seus compostos mais promissorios € o [6]-
Shogaol (6S), o qual ja demostrou possuir uma abrangente competéncia como fitoterapico

para diversos modelos de canceres in vitro e in vivo, ndo s6 atuando de maneira direta na
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eliminacdo dos tecidos neoplasicos, como também em sua sensibilizacdo e/ou modulacao,
convertendo-lhe em um bom alvo de estudo dentro dos fitoterapicos (CHEN et al., 2014; RAY;
VASUDEVAN; SENGUPTA, 2015; SAHA et al., 2014; ZHOU et al., 2014). Na atualidade se
desconhece na literatura a existéncia de algum estudo que relate o uso de [6]-Shogaol como
tratamento para o cancer de bexiga, e o efeito que exerce em cultivos celulares, modelos

celulares ou sistemas vivos, que simulem o cancer de bexiga.

Por todas estas razbes, a busca por novos medicamentos com menores efeitos
colaterais e amplo perfil de seguranca para o tratamento e a prevencdo do cancer de bexiga
é essencial. E de acordo com o fundamentado na tematica j& abordada, este trabalho pretende
contribuir com a busca de alternativas terapéuticas para o cancer de bexiga, através da
avaliacdo de dois aspectos principais apos tratamento com [6]-Shogaol: examinar o potencial
citotoxico em células murinas de cancer de bexiga (MB49) e analisar a seletividade e
especificidade as células tumorais em relacéo a células ndo tumorais (fibroblastos murinos
L929).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O Céancer

O céancer é denominado como um grupo de doencas caracterizado pela presenca de
células anormais que tém a capacidade de sofrer uma série de divisdes celulares excessivas
e inadequadas (PADUCH, 2015). No entanto, essas células também sédo caracterizadas por
carecer de uma coordenacéo reciproca com os tecidos circundantes, que colaboram com o
estado homeostatico do organismo, além de poder ser reconhecidas por sua baixa
capacidade em responder aos mecanismos reguladores naturais do corpo (PADUCH, 2015).
Acredita-se que o surgimento dessas células seja resultado do acumulo de defeitos nos
mecanismos de controle da divisdo celular e nos sistemas de feedback regulatérios (HORNE;
POLLICK; HENG, 2015).

As células tumorais apresentam algumas capacidades e caracteristicas bioldgicas
importantes, as quais sdo adquiridas durante seu desenvolvimento e que permite sua
sobrevivéncia, proliferacéo e disseminacdo. As hallmarks do cancer sdo conhecidas como as
oito capacidades biolégicas adquiridas durante a oncogénese, que foram listadas como: 1)
autossustentacdo da sinalizacéo proliferativa; 2) evaséo e insensibilidade aos supressores
de crescimento; 3) resisténcia a morte celular permitindo a imortalidade replicativa; 4)
capacidade de inducédo da angiogénese; 5) ativagédo de processos de invasao; 6) ativacéo de
processos metastéticos; 7) apresentacdo de uma maior plasticidade metabdlica em
consequéncia da reprogramacdo do metabolismo energético, que suporta a proliferagdo
continua e 8) capacidade de escape da destruicdo pela resposta imunologica (Figura 1)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 1. Caracteristicas e capacidades biolégicas (Hallmarks) representativas dos tecidos cancerosos
descritas por Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg (2000, 2011). Fonte: Extraido e modificado de
acordo com (HANAHAN; WEINBERG, 2011), realizado com o auxilio de Biorender.

Subjacentes a estas capacidades estdo dois fatores habilitantes das células
cancerigenas que sédo: 1) A instabilidade genémica, a qual produz uma maior diversidade
genética, que coadjuva a manutencao desse comportamento proliferativo exacerbado e 2) A
presenca de um processo inflamatorio associado aos tecidos neoplasicos, que contribui ao
crescimento descontrolado destas células e promove outras fun¢des (Figura 1) (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). No entanto, além das células tumorais, a conformagdo de um tecido
tumoral exibe maior complexidade, contendo um amplo repertério de células adjacentes
recrutadas e consideradas como aparentemente normais, mas que contribuem de maneira
passiva para a aquisicdo das caracteristicas ja mencionadas, criando um complexo e
diversificado microambiente tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Por outro lado, a ocorréncia de mecanismos epigenéticos, como a metilacdo do DNA,
modificagcbes em histonas e a atuacdo de RNA ndo codificantes, podem auxiliar no
desenvolvimento e agressividade do tumor (DARWICHE, 2020). Analisando todas estas
informacg0es, € importante entender a complexidade e a variabilidade do cAncer como doenca
para determinar com base em suas caracteristicas a melhor maneira de trata-lo e, assim,

produzir respostas benéficas e com uma eficacia duradoura.
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2.2. Dados epidemioldgicos

O cancer é uma das principais causas de morbimortalidade em todo o mundo (BRAY et
al., 2018; FIDLER; BRAY; SOERJOMATARAM, 2018). Segundo o ultimo relatoério fornecido
pela OMS (2018) através da International Agency for Research on Cancer (IARC), com base
nas estimativas de incidéncia e mortalidade de cancer em sua plataforma interativa
GLOBOCAN foi esperado aproximadamente 18,1 milhdes de novos casos de cancer e a

ocorréncia de 9,6 milhdes de mortes pela doenca para o ano de 2018 (BRAY et al., 2018).

Na ultima década, de acordo com as estatisticas de mortalidade fornecidas pelo banco
de dados da OMS e o banco de dados da Organizacado Pan-Americana da Saude (PAHO), a
partir de cifras proporcionadas pelos paises da Argentina, Brasil, Chile, Coldmbia, Cuba,
México e Venezuela, desde 1970 até 2015, foi possivel evidenciar que alguns paises da
Ameérica Latina vivenciaram uma diminuigdo da mortalidade consideravel, como o México, 0
gual em 2019 apresentou uma das taxas mais baixas tanto para homens quanto para
mulheres (63,8 / 100.000 homens e 61,9 / 100.000 mulheres) em comparacdo com Cuba
(136,9/100.000 homens e 90,4 / 100.000 mulheres), que é considerado como um dos paises
com taxas mais elevadas de mortalidade por cancer do Continente (CARIOLI; BERTUCCIO,
2020). De acordo com os dados fornecidos por estes 6rgaos, é importante ressaltar que nao
foi identificado um declinio nos indices de mortalidade por cancer no Brasil e Cuba desde
1991 até 2019 (CARIOLI; BERTUCCIO, 2020).

De acordo com os ultimos dados apresentados pela OMS na plataforma GLOBOCAN,
foi estimado para o ano de 2018 a ocorréncia de 549.393 novos casos de cancer de bexiga e
aproximadamente 199.992 novas mortes, catalogando-o como o décimo tipo de cancer mais
frequentemente diagnosticado mundialmente e como o décimo terceiro cancer mais mortal.
Sendo que a metade dessas mortes acontece em paises com alto nivel de desenvolvimento
ou correspondem a paises em transicAo econdmica, segundo seus indices de
desenvolvimento humano (IDH) (ANTONI et al., 2017; BRAY et al., 2018). Desses casos, a
populagdo masculina € a mais afetada, tendo uma incidéncia de 3 a 4 vezes maior em
comparagédo com a populacdo feminina (BRAY et al., 2018; DOBRUCH et al., 2016; WU, Q.;
WONG; KWOK, 2020). Em particular os homens do Sul e Oeste da Europa, América do Norte,
Oeste da Asia e do Norte da Africa, esta disparidade de género pode ser observada no
desenvolvimento e durante a progresséo do cancer de bexiga, devido as potenciais diferencas
biol6gicas e hormonais, como por exemplo, diferencas na desintoxicagcdo metabdlica de
carcindgenos por enzimas hepaticas entre homens e mulheres, que resulta em exposicdo
diferencial do urotélio aos carcin6genos. Além disso, foi demonstrado que os hormdénios

sexuais (estrogenos e androgenos) e a expressao de seus respectivos receptores tém efeitos
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biolégicos no cancer de bexiga (ANTONI et al., 2017; BRAY et al., 2018; DOBRUCH et al.,
2016; WU, Q. et al., 2020). Ainda que se evidencie uma maior incidéncia da doenca no sexo
masculino, foi identificado que existe maior mortalidade nas mulheres e suas porcentagens
de sobrevivéncia séo significativamente inferiores em comparacdo a populacdo masculina
(DONSKY et al., 2014; SCOSYREV et al., 2009; WITJES et al., 2021), e isto poderia se dever
a um diagnostico da doenca em estagio avancado ha maioria dos casos, além de um atraso
e diferenca no tratamento (DOBRUCH et al., 2016; SCOSYREV et al., 2009; WITJES et al.,
2021).

Segundo os dados provenientes do IARC em 2017, foi relatado que a taxa de
mortalidade nos paises da América Central e América do Sul foi geralmente baixa em
comparacdo com outras regides do mundo. No entanto, foi identificado um aumento da
mortalidade nos (ltimos anos para ambos sexos em alguns paises como Cuba e Brasil
(ANTONI et al., 2017; SANLI et al., 2017).

De acordo com as informacgdes apresentadas por Antoni et al. (2017) e pelos dados
obtidos do Banco de Dados do Sistema Unico de Saude Brasileiro (DATASUS), entre 2008 e
2017, o numero de internacdes hospitalares relacionadas ao cancer de bexiga aumentou de
maneira significativa, de 7.277 admissdes registradas no ano de 2008 para 16.547 em 2017,
sendo que esse aumento poderia ser atribuido & incidéncia de nimero casos de cancer de
bexiga ou a uma melhora do acesso aos sistemas de salde e melhoras em suas notificacdes
(TIMOTEO et al., 2020). Apesar de identificar um aparente aumento de pacientes com
diagnosticos relacionados a doenca, as taxas de mortalidade permaneceram aparentemente
estaveis, com valores de 6,4% em 2008 e 6,6% em 2017 (TIMOTEO et al., 2020). Segundo
ultimo relatério apresentado pelo Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) (2021), instituicdo que coadjuva ao Ministério de Saude Brasileiro no desenvolvimento
de medidas para o controle e prevencdo do cancer no territorio nacional, estimaram para o
ano 2020 a existéncia de 10.640 novos casos, dos quais 7.590 corresponderiam a homens e
3.050 a mulheres, também previram a ocorréncia de 4.517 mortes por esta neoplasia, sendo
que 3.115 seriam homens e 1.402 mulheres (INCA, 2021).

2.3. Cancer de bexiga

A bexiga é um compartimento que tem como funcdo o armazenamento da urina,
formado por uma camada epitelial no limen (urotélio), que atua como uma barreira que

impede a urina adentrar na cavidade corporal, sendo rodeada por tecido conjuntivo e tecido
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muscular, 0s quais atuam nos processos de contracdo que permitem o transporte e expulsédo
da urina (Figura 2) (ABBAOUI et al., 2018; ORABI et al., 2013).

O urotélio reveste diferentes 6rgéos do trato urinério e localiza-se na interface entre o
espaco urinario e os tecidos subjacentes, e por conta da sua localizagcdo, atua como uma
barreira que modula o fluxo de agua, a penetracdo de microrganismos patogénicos e
substancias de descarte presentes na urina (KHANDELWAL; ABRAHAM; APODACA, 2009;
WU, X.-R., 2009). O tecido urotelial, por sua vez, € formado por um epitélio estratificado
composto por células, que podem apresentar diferengas fenotipicas, que séo atribuidas ao
grau de diferenciagdo de cada um. Dessa forma, as células da camada basal s&o
indiferenciadas, seguidas pelas células intermediarias e, finalmente, células superficiais sendo
completamente diferenciadas e incapazes de proliferar em condigbes normais (Figura 2)
(KHANDELWAL et al., 2009; WU, X.-R., 2009).
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Figura 2. Componentes da parede da bexiga urinaria humana. Fonte: Extraido e adaptado de
(BIRDER; ANDERSSON, 2013).

Cancer de bexiga é o nome atribuido as neoplasias derivadas do revestimento epitelial
transicional da bexiga (urotélio), e histopatologicamente sdo classificadas em: carcinoma de
células escamosas, adenocarcinoma, carcinoma de células pequenas e, em sua maioria, por
carcinoma de células transicionais ou uroteliais (TCC) (ABBAOUI et al., 2018; SANLI et al.,
2017).
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No entanto, o carcinoma urotelial também pode ser subdividido em duas variantes, a
partir de duas potenciais vias patogénicas de desenvolvimento: papilar e ndo papilar (Figura
3) (DINNEY et al., 2004; SANLI et al., 2017). Os canceres uroteliais derivados de lesbes
papilares exofiticas sdo qualificados como cancer de bexiga ndo invasivo muscular (NIMBC)
e originam-se a partir do epitélio hiperplasico, caracterizando-se por abranger 80 até 85% dos
carcinomas uroteliais, com 70% de probabilidade de recorréncia e de 10 até 20% de
possibilidade de progredir para a doenca invasiva (ABBAOUI et al., 2018; DINNEY et al.,
2004; SANLI et al., 2017). Por outro lado, os canceres uroteliais originados a partir de lesbes
ndo papilares, como a displasia grave ou carcinoma in situ (CIS), sdo qualificados como
cancer de bexiga invasivo muscular (MIBC — do inglés Muscle Invasive Bladder Cancer) e sdo
conhecidos por ter risco de aproximadamente 50% de desenvolver metastase, e sobrevida de
aproximadamente 6% em 5 anos (ABBAOUI et al., 2018; DINNEY et al., 2004; SANLI et al.,
2017) E importante mencionar que os mecanismos de carcinogénese molecular so distintos

para 0s cenarios nao invasivo e invasivo (Figura 3).
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Figura 3. Carcinogénese da bexiga humana a partir das vias papilar e ndo papilar. A expanséo clonal
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de tumores invasivos de alto grau (via ndo papilar). (A) urotélio normal; (B) hiperplasia urotelial; (C, D)
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tumor superficial de baixo grau com fenétipo hiperplasico; (E) displasia intra-urotelial / carcinoma in situ;
(F) carcinoma néo papilar invasivo de alto grau; (G) displasia intra-urotelial severa / carcinoma in situ.
Fonte: Extraido e adaptado de (DINNEY et al., 2004).

2.4. Fatores etioldgicos associados ao cancer de bexiga

Antes de mencionar os principais fatores de risco associados ao desenvolvimento do
cancer de bexiga, é importante considerar que sua carcinogénese se desenvolve a partir da
interacdo entre dois elementos imprescindiveis, seja qual for o fator de risco, que sao: a
exposi¢cado ambiental e a susceptibilidade genética, considerando que a exposicdo ambiental
poderia abarcar uma ampla série de fatores (BABJUK, MARKO, 2017).

Dessa forma, o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de bexiga é o
tabagismo (ANTONI et al, 2017; BABJUK, MARKO, 2017; BRAY et al., 2018;
CUMBERBATCH et al., 2018; TEOH et al., 2020; WU, Q. et al., 2020). Considera-se que 0s
fumantes ativos possuem uma taxa de risco 2,5 vezes maior de desenvolver esse tipo de
cancer, em comparagdo com os ndo fumantes, uma vez que o tabaco & uma fonte rica de
compostos cancerigenos, como aminas aromaticas, 0s quais geram quebras da dupla fita do
DNA, modificagbes de bases e formacéo adutores de DNA (ANTONI et al., 2017; BABJUK,
MARKO, 2017; BRAY etal., 2018, CUMBERBATCH et al., 2018). No entanto, outro fator de
risco associado com o surgimento do cancer de bexiga (carcinoma urotelial e carcinoma de
células escamosas) é uma das esquistossomoses, essa doenca, neste caso, causada pelo
parasita Schistosoma haematobium que afeta o trato urindrio. Um exemplo dessa possivel
relacdo € a alta incidéncia de cancer de bexiga no Egito, onde esta doenca é endémica
(ANTONI et al., 2017; BABJUK, MARKO, 2017; CUMBERBATCH et al., 2018; WITJES et
al., 2021). Outro fator predisponente para oncogénese da bexiga € a exposicdo a agentes
cancerigenos como: hidrocarbonetos aromaticos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAHSs), metais pesados e outros compostos quimicos que afetam os trabalhadores das
indUstrias téxtil, da pintura, da borracha e aluminio (ANTONI et al., 2017; BRAY et al., 2018;
CUMBERBATCH et al., 2018; REED et al., 2020). No entanto, apesar de ser dificil avaliar os
impactos ocasionados por essas exposicdes, existem diversos exemplos que apresentam a
possivel relacdo causal, como a associagéo de altos niveis de arsénico na agua potavel da
cidade de Antofagasta, no Chile, onde foi evidenciada uma relagcdo dose-resposta entre o
aumento da concentracdo de arsénico e 0 aumento da probabilidade de desenvolver cancer
de bexiga (ANTONI et al., 2017; MARSHALL et al., 2007; STEINMAUS et al., 2013).

A alta incidéncia de cancer de Bexiga em paises com indices de desenvolvimento

humano (IDH) alto e médio, como os paises do Sul e Oeste da Europa e América do Norte
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pode estar associada com uma transicao do perfil de ocorréncia do cancer, no qual se observa
uma diminuicdo dos casos relacionados com infeccfes, mas esta, por sua vez, € compensada
pelo aumento dos casos relacionados aos efeitos da industrializacdo (BRAY et al., 2018;
FIDLER et al., 2018; LORTET-TIEULENT; GEORGES; BRAY, 2020).

2.5. Estadiamento do céncer de bexiga

O céancer de bexiga é classificado pela Americam Joint Committee on Cancer (AJCC),
de acordo com o estadiamento tradicional TNM (tumor, nédulo, metéstase) em: 1) estadgio N
na auséncia ou presenca de metastases nodais, 2) estagio M na existéncia ou ndo de
metastase distante e, 3) estagio T dependendo da profundidade da invaséo do tumor primario
no muasculo profundo (detrusor ou préprio) (Tabela 1) (BABJUK, M. et al., 2017; BABJUK,
MARKO et al., 2019; MATULEWICZ; STEINBERG, 2020). A partir desta ultima categoria, 0
cancer de bexiga pode ser subclassificado segundo o grau de invasdo na musculatura prépria
e o comprometimento local em: 1) cancer de bexiga ndo invasivo muscular e 2) cancer de
bexiga invasivo muscular (Figura 4) (MATULEWICZ; STEINBERG, 2020).
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Tabela 1. Classificacdo TNM de céncer de bexiga de acordo com a Americam Joint Committee on
Cancer (AJCC) (2017), segundo a extenséo da invasao do tumor.

ESTAGIO DESCRICAO

T Tumor primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

TA Carcinoma papilar ndo invasivo

TIS / CIS | Carcinoma in situ (tumor plano)
T1 Tumor que invade o tecido conjuntivo subepitelial
T2 Tumor que invade musculo T2a Tumor que invade mausculo
superficial (metade interna)
T2b Tumor que invade mausculo
profundo (metade externa)

T3 Tumor que invade o tecido T3a Microscopicamente
perivesical T3b Macroscopicamente (massa

extravesical)

T4 Tumor que invade qualquer dos T4a Invade o estroma da prostata,
seguintes oOrgdos: estroma da vesiculas seminais, Utero ou
préstata, vesiculas seminais, vagina
Utero, vagina, parede pélvica, T4b Invade parede pélvica ou
parede abdominal abdominal

N Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Sem metastase de linfonodo regional

N1 Metastase de um unico linfonodo na pelve (hipogastrica, obturadora, iliaco
externa ou pré-sacral)

N2 Metéastase em varios linfonodos na pelve (hipogastrica, obturadora, iliaco
externa ou pré-sacral)

N3 Metastase em linfonodo (s) iliacos comuns

M Metéstase distante

MO Sem metéstase distante

M1A Linfonodos néo regionais
M1B Outras metastases distantes

Fonte: Extraido e adaptado de (BABJUK, MARKO et al., 2019).
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Figura 4. Estadiamento do cancer de bexiga de acordo com o sistema TNM, segundo o grau de invaséo
do tumor. Sendo: PULMP, neoplasia papilar urotelial de baixo potencial maligno; 1973 WHO,
classificagdo antiga do céncer de bexiga da OMS de 1973; 2004 WHO/ISUP, nova classifica¢do
histolégica do cancer de bexiga realizada pela OMS e a Sociedade Internacional de Patologia
Uroldgica. Fonte: Extraido e adaptado de (SANLI et al., 2017).

A variante de cancer de bexiga nao invasivo muscular afeta a aproximadamente 75%
dos pacientes e é caracterizada por localizar-se na regido da mucosa e a submucosa da
bexiga, onde geralmente pode ser tratada de maneira local (CUMBERBATCH et al., 2018).
Ainda, dentro da subclassificagdo do cancer ndo invasivo muscular, se encontram: 1) tumores
papilares confinados a mucosa, 0s quais séo estratificados como Ta; 2) tumores que invadem
a lamina propria que séo categorizados como T1 e; 3) tumores planos de alto grau confinados
a mucosa gue sao categorizados como CIS (Tis) (BABJUK, M. et al., 2017; BABJUK, MARKO
et al., 2019; MATULEWICZ; STEINBERG, 2020).

Em contraste, o cancer de bexiga invasivo muscular afeta aproximadamente 25% dos
pacientes com carcinoma urotelial e esta subclassificacdo envolve aos estagios T2a, T2b,
T3a, T3b, T4a e T4b (Figura 5), sendo estes caracterizados por apresentar um alto grau de
progressdo a estagios mais avancados da doenca e por exibir refratarismo, duas
carateristicas que explicam sua alta taxa de mortalidade (CUMBERBATCH et al., 2018;
WITJES et al., 2021).
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Figura 5. Estagios de invasdo do cancer de bexiga. Fonte: Extraido e adaptado de (COMPERAT
et al., 2018).

2.6. Diagnostico do cancer de bexiga

O diagnéstico do cancer de bexiga pode ser realizado a partir das informacdes
proporcionadas por uma série de exames como: 1) cistoscopia, a qual confirma de maneira
visual a presenca de alterag6es morfoldgicas macroscopicas ou lesdes associadas ao cancer
na bexiga, como o local, tamanho, niUmero, aparéncia e a presenca de anormalidades na
mucosa; 2) resseccao transuretral do tumor de bexiga (TURBT), o qual tem a finalidade de
remover as lesdes visiveis, que serdo posteriormente analisadas histologicamente e
proporcionardo informacoes relevantes como a descricdo do grau do tumor, profundidade da
invasdo, localizacdo, multiplicidade, aparéncia, comprometimento do musculo detrusor e
alteracdes associadas as mucosas, sendo recomendavel que se realizem bidpsias do urotélio
de aparéncia anormal durante este procedimento e; 3) Andlise da imagem em corte
transversal, que permite evidenciar a existéncia de metastase, sendo a urografia por
tomografia computadorizada (TC) ou por ressonancia magnética nuclear (RNM) as analises
mais frequentemente realizadas para avaliar o trato superior concomitante com os 6érgaos
abdominopélvicos e os linfonodos (BABJUK, M. et al., 2017; BABJUK, MARKO et al., 2019;
MATULEWICZ; STEINBERG, 2020; WITJES et al., 2021).

No entanto, novos métodos diagndsticos estédo disponiveis e permitem uma visualiza¢éo
mais sensivel das alteracdes morfologicas associadas ao cancer, como o diagndstico
fotodindmico (PDD), que se baseia na realizagdo de uma cistoscopia de fluorescéncia com
acido 5- aminolevulinico (5-ALA) ou acido hexaminolevulinico (HAL-BLC). Em comparagéo

com a cistoscopia de luz branca tradicional (WLC), a cistoscopia de fluorescéncia demonstra
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sensibilidade aprimorada na deteccdo de carcinoma in situ (CIS) e é capaz de detectar
tumores primarios adicionais (BABJUK, M. et al.,, 2017; BABJUK, MARKO et al., 2019;
MATULEWICZ; STEINBERG, 2020; WITJES et al., 2021). Esta série de exames diagnosticos
sdo muito importantes pela capacidade de determinar o progndstico e o possivel tratamento,
ja que dependendo da classificacdo e estadiamento do céncer de bexiga, existem diversas
opcOes terapéuticas que poderiam incluir: cirurgia, terapia intravesical, terapia radical com

quimioterapicos, imunoterapia e/ou radioterapia (WITJES et al., 2021; WU, Q. et al., 2020).

2.7. Tratamento do céncer de bexiga

Segundo recomendacgdes realizadas pela European Association of Urology (EUA), para
o tratamento do cancer de bexiga e dependendo de sua classificacdo, sdo sugeridas uma
serie de diretrizes clinicas, que tém a finalidade de ajudar a direcionar as decisdes em relacdo
aos possiveis tratamentos (BABJUK, M. et al., 2017). A identificacdo do progndéstico dos
pacientes com cancer de bexiga em grupos de baixo, intermediario e alto risco é fundamental
para a recomendagdo dos tratamentos (BABJUK, MARKO et al.,, 2019; MATULEWICZ,
STEINBERG, 2020).

O céancer de bexiga nado invasivo muscular € uma subclassificagdo heterogénea do
carcinoma urotelial e o tratamento mais comumente utilizado é a ressecao transuretral das
conformacgdes tumorigénicas, impedindo que elas invadam o revestimento muscular da bexiga
(WU, Q. et al.,, 2020). Além do procedimento cirurgico, frequentemente é recomendo a
implantacdo de tratamentos adjuvantes como a terapia intravesical, na qual poderiam ser
administrados quimioterapicos ou drogas imunoterapéuticas como o bacilo Calmette-Guérin
(BCG) (BABJUK, M. et al., 2017; BABJUK, MARKO et al., 2019; HORWICH et al., 2019; WU,
Q. et al., 2020). Nos casos de tumores de alto risco, estas terapias tentam reduzir as taxas de
recorréncia e progressao , atuando nas células cancerigenas remanentes da ressecao
transuretral (BABJUK, M. et al., 2017; MATULEWICZ; STEINBERG, 2020; WU, Q. et al.,
2020).

7

O tratamento adjuvante é definido como qualquer agente administrado apdés o
tratamento primario, o qual tem como objetivo reduzir os riscos de recorréncia e progressao,
dentre os quais encontram-se 0s agentes intravesicais e as imunoterapias com inibidores de
checkpoint sistémico (MATULEWICZ; STEINBERG, 2020). Os tratamentos adjuvantes
intravesicais podem ser divididos pelo tempo e sequéncia de administracdo em: 1)
perioperatério, o qual é administrado dentro das 24 horas da TURBT; 2) indug&o, denominado

assim, por iniciar o curso de administracdo do agente terapéutico e; 3) manutencdo, que
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abrange as administracGes subsequentes que sao realizadas com o fim de nao ter evidéncia
da doenca apo6s da TURBT e o tratamento de inducdo (MATULEWICZ; STEINBERG, 2020).
Outro tipo de categorizacdo das terapias intravesicais as divide em: quimioterapicos e
imunoterapicos. Os quimioterdpicos sdo amplamente usados e podem ser administrados
individualmente ou em combinacéo, e dentre eles se encontram: mitomicina C, gencitabina,
epirrubicina, docetaxel, doxorrubicina, valrrubicina, cisplatina e tiotepa. Sdo exemplos de
imunoterapicos o BCG, que € uma cepa atenuada de micobactéria (Mycobacterium bovis), e
o interferon a (IFN-a), mas o uso deste ultimo é mais limitado (MATULEWICZ; STEINBERG,
2020).

Entre um dos tratamentos imunoterapicos amplamente recomendados para o cancer de
bexiga, em estagio inicial com resultados muito promissérios esta a vacina BCG, a qual foi
desenvolvida no inicio dos anos 20 do século passado para a prevencao da tuberculose. No
entanto, seu uso como tratamento para o cancer de bexiga foi evidenciado no estudo de
Morales e colaboradores (1976), no qual relataram que evidenciaram resultados promissorios,
apos a administragéo intravesical do BCG em pacientes com tumores de bexiga superficiais
e recorrentes (GALON; BRUNI, 2020). Posteriormente, foi identificado que o uso da
fibronectina era essencial por mediar a internalizacdo do BCG dentro das células tumorais e
para obter melhores resultados era necessaria sua incorporagdo no tratamento (GALON;
BRUNI, 2020). Este tratamento € capaz de induzir um aumento da apresentacao de antigenos
as células pertencentes a imunidade celular como os linfécitos T citotoxicos, e também induz
um aumento nos mediadores pré-inflamatoérios apds a administracdo de mais doses (GALON;
BRUNI, 2020). Apesar dos resultados promissérios da imunoterapia com BCG em estagios
iniciais, no caso dos pacientes com tumores estratificados como de alto risco, ha evidencias
de que uma parcela dos pacientes podem ndo responder ao tratamento ou apresentar
intoleréncia ao BCG e exibir efeitos colaterais, como efeitos irritativos locais ou inclusive a
apresentacdo de toxicidade sistémica (BABJUK, M. et al., 2017; BABJUK, MARKO et al.,
2019; O'DONNELL, 2009).

Por outro lado, as opg¢Bes terapéuticas para os pacientes com diagndéstico de cancer de
bexiga invasivo muscular s&o limitadas e se baseiam na cistectomia radical, acompanhada de
linfadenectomia estendida no caso de comprometimento nodal e a administracdo de
quimioterapia sistémica neoadjuvante a base de cisplatina, a qual é considerada como o
tratamento padréo por seus resultados na melhora da sobrevida dos pacientes (HORWICH et
al., 2019; WITJES et al.,, 2021; WU, Q. et al., 2020). No caso da administracdo da
quimioterapia sistémica adjuvante, os quimioterapicos mais utilizados sdo as combinacdes
de: 1) cisplatina e gencitabina, 2) carboplatina e gencitabina e 3) metotrexano, vimblastina,

doxorrubicina e cisplatina (MVAC). No entanto, outra alternativa adjuvante sdo regimes
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combinados de quimioterapia e radioterapia (WU, Q. et al.,, 2020). Porém, apesar da
gquimioterapia a base de cisplatina ser o tratamento padréo para canceres de bexiga invasivos
e metastaticos, uma grande proporcdo desses pacientes apresentam resisténcia a estas
drogas e ndo sdo compativeis com este tipo de tratamento, sendo recomendado 0 uso de
regimes de imunoterapia, baseada em moléculas inibidoras de ponto de controle imunolégico,
como por exemplo: atezolizumabe, pembrozumabe, avelumabe, nivolumabe e durvalumabe
(HORWICH et al., 2019; WU, Q. et al., 2020).

Uma vez que o cancer de bexiga possui alto grau de recorréncia e progressao, o atraso
no diagnostico da doenca poderia, por sua vez, diminuir a eficAcia do tratamento e,
consequentemente, diminuir as chances de sobrevida do paciente (BABJUK, M. et al., 2017,
BABJUK, MARKO et al., 2019).

2.8. Fitoquimicos como fonte alternativa de novos farmacos antitumorais

O céancer de bexiga é um problema significativo para a saude publica a nivel mundial,
devido a sua alta incidéncia, prevaléncia, perfil de recorréncia e risco de mortalidade, além
dos altos custos que seus cuidados médicos implicam (ABBAOUI et al., 2018). Atualmente o
tratamento do cancer de bexiga é baseado na remogéo cirurgica do tecido neoplasico, uso de
radiacao e quimioterapia. No entanto, sua efetividade é limitada por diversos fatores, como
por exemplo, os efeitos citotoxicos em tecidos ndo alvo e a diminuicdo da efetividade pelo
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas células cancerigenas, estes problemas
ressaltam a necessidade da procura de novos agentes anticancer com efeitos colaterais

reduzidos e que possuam uma melhor eficacia (CHOUDHARI et al., 2020).

A utilizacdo de produtos naturais como possiveis tratamentos para uma diversificada
gama de doencgas é datada desde 4500 a.C. principalmente pela medicina indiana e chinesa
(CHOUDHARI et al., 2020). Os compostos obtidos a partir de plantas sdo conhecidos como
fitoquimicos ou fitofarmacos e sdo considerados como fontes ricas para a obtencao de novos
medicamentos para a terapia do cancer (CHOUDHARI et al., 2020; WU, Q. et al., 2020) Entre
uma das qualidades que alguns fitoquimicos apresentam esta a seguranca que possuem
dependendo da concentracao e as condicées de administracdo, além de sua capacidade de
atingir diversos tipos de células cancerigenas, incluindo as células tronco cancerosas (CSC),
uma populacdo de células com capacidade de auto-renovacdo, diferenciacdo, inducéo e
sustentacdo da carcinogénese e com um perfil de resisténcia aos medicamentos elevados
(DANDAWATE et al., 2016).
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Devido a evolucdo dos conhecimentos nas areas de quimica organica e a analise
guimica, numerosos principios ativos puderam ser isolados, purificados e caracterizados a
partir das plantas, impulsionando a descoberta de medicamentos, o0 que levou a um
importante avanco na area médica (CHOUDHARI et al., 2020). Segundo as estatisticas
apresentadas no estudo de Newman e colaboradores (2020), do total de farmacos aprovados
no periodo de 1981 até 2019, 15,4% corresponde a compostos anticancerigenos e uma
porcentagem consideravel deles sdo derivados de produtos naturais (NEWMAN, 2020; WU,
Q. et al., 2020).

Estudos sugerem que dietas ricas em fitoquimicos estéo associadas com uma reducgao
do risco de desenvolver cancer de bexiga, por exemplo, os isotiocianatos (ITC) derivados de
vegetais cruciferos como os brdcolis, apresentam um potencial anticancerigeno promissor
frente ao carcinoma de células transicionais (TCC). Estes fitoquimicos induzem a atividade
enzimatica de fase Il, que involucra a acdo das enzimas glutationa S-transferase (GST) e
NAD(P)H quinona oxidoredutase 1 (NQOL1), atividade que incita uma desintoxicacdo dos
agentes cancerigenos e oxidantes (ABBAOUI et al.,, 2018). Este potencial também foi
evidenciado em linhas celulares UMUC3 e T24 de carcinoma de bexiga humano, no qual
doses de 7,5 até 30 uM de isotiocianatos induzem parada do ciclo celular nas fases S e G2/M,
além de incitar eventos de apoptose. Este potencial ndo s6 é limitado a ensaios in vitro com
cultivos celulares, uma vez que também apresentam um potencial inibitério em ensaios in vivo
com conformacdes neoplasicas ja estabelecidas em camundongos (xenoenxertos
subcutaneos UMUC3) (ABBAOUI et al., 2018).

O gengibre é amplamente utilizado na gastronomia e na medicina oriental (MAO et al.,
2019). Seu uso é amplamente diversificado para o tratamento e atenuacdo de diferentes
enfermidades, como dores de cabeca, resfriados nduseas e vomitos (MAO et al., 2019). Entre
0s compostos farmacologicamente bioativos que possui, pode-se citar aos compostos
fendlicos pungentes, como: gingerdis, shogaols e paraddis, que apresentam uma ampla gama
de atividades biolégicas, como: antioxidante, anti-inflamatéria, antiangiogénica e
anticancerigena (MAO et al., 2019; ZHENG et al., 2016).

O potencial anticancerigeno do extrato de gengibre é amplamente relatado para
diferentes modelos de canceres. No estudo de Karna e colaboradores (2012) foi descrito que
o extrato de gengibre (GE) apresenta um efeito citotdxico seletivo as diferentes linhagens
tumorais de proéstata (PC-3, LNCaP, C4-2, C4-2B e DU145), apresentando ICso entre a faixa
de 75 até 512 pg/mL, em relagcéo a linhagens controle ndo tumorais (PrEC, HDF), nos quais
se exibem valores de ICso de 1750 e 1000 pg/mL respectivamente. Também, relataram a

inducdo de eventos de apoptose intrinseca dependente de caspase como mecanismo
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citotoxico induzido pelo GE nas células PC-3. Ademais de apresentar um potencial inibitério
do crescimento em xenoenxertos de células PC-3 (modelo de adenocarcinoma de préstata

humano) implantados em camundongos nude (KARNA et al., 2012).

[6]-Shogaol € um componente bioativo isolado do gengibre muito promissor devido aos
diferentes estudos que relatam sua diversa variedade de atividades. Entre as atividades
terapéuticas do [6]-Shogaol incluem: antioxidante, anti-inflamatéria e anticancerigena em
diversos modelos de cancer, tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, estudos demonstram
como um candidato potencial para o tratamento de um alto espectro de neoplasias, incluindo
cancer de pulméo, leucemia, cAncer de mama, cancer gastrico e cancer de prostata resistente
a quimioterapicos (BAWADOOD et al., 2020; ISHIGURO et al., 2008; KIM et al., 2014; LIU,
C.-M. et al., 2017; LIU, Q. et al., 2013; MAO et al., 2019).

Quanto ao potencial antitumoral de [6]-Shogaol, diversos estudos relatam sua
versatilidade ao agir em diferentes modelos de cancer, através de diferentes vias celulares.
Segundo o estudo de Kim e colaboradores (2014), [6]-Shogaol induz apoptose dependente
de caspases efetoras e apresenta efeitos antiproliferativos através da parada do ciclo celular
na fase G1 ou G2/M, dependendo da linhagem celular de cancer de pulmdo em ensaios in
vitro (KIM et al., 2014). De acordo com outro estudo, [6]-Shogaol incita eventos de apoptose
dependente de caspase 3, associados a inducdo de estresse no reticulo endoplasmatico, em
linhagens celulares de leucemia humana (LIU, Q. et al., 2013). Segundo Bawadood et al.,
(2020), [6]-Shogaol apresenta atividade terapéutica contra cultivos celulares de
adenocarcinoma de mama humano e carcinoma ductal da mama triplo positivo, através de
mecanismos de inibicdo da proliferacdo, parada do ciclo celular na fase G2/M para ambas
linhagens celulares e estimulacdo de apoptose (BAWADOOD et al., 2020). A atividade
antiproliferativa e inibitéria descrita em diversos estudos, poderia dever-se a capacidade de
[6]-Shogaol de ligar-se aos grupos sulfidrila (SH) e inibir a polimerizagao das tubulinas (a e ),
estruturas diméricas que compdem os microtibulos e, assim, induzir a parada da divisao
celular na fase M, e uma subsequente morte celular, eventos identificados em um estudo in

vitro de cultura de células de cancer gastrico humano (ISHIGURO et al., 2008).

Seguindo esse enfoque, o presente trabalho visou contribuir com esta busca de
medicamentos anticancerigenos, através da identificacdo e descricdo dos efeitos citotoxicos
e pro-apoptoéticos induzidos pelo composto fendlico [6]-Shogaol, em células de céncer de
bexiga murino (MB49), além de avaliar sua seletividade em relacdo a linhagem de fibroblastos

murinos ndo tumorais (L929).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos citotoxicos e pro-apoptéticos do composto [6]-Shogaol, extraido
do rizoma do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) em células de cancer de bexiga murino da
linhagem MB49, em relagéo aos fibroblastos murinos ndo tumorais da linhagem L929.

3.2.  Objetivos especificos

e Examinar e comparar os efeitos de [6]-Shogaol sobre a viabilidade das células de
cancer de bexiga murino MB49 e os fibroblastos murinos ndo tumorais L929.

e Avaliar efeitos citotoxicos e citostaticos induzidos pelo composto [6]-Shogaol nas
células MB49.

e Analisar os efeitos do [6]-Shogaol sobre o nivel intracelular de espécies reativas de
oxigénio ROS, nas células tumorais MB49 e ndo tumorais L929.

e Dimensionar a capacidade do [6]-Shogaol de induzir eventos de morte celular nas
células MB49 e L929.

e Qualificar o potencial do composto [6]-Shogaol na inibicdo de processos migratdrios

nas células tumorais MB49.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. [6]-Shogaol

A extracdo, isolamento e purificagdo do composto [6]-Shogaol utilizado neste projeto
foi realizada e disponibilizada gentilmente pelo Laboratério de Produtos Naturais Bioativos
(LPNBIio) do Departamento de Farméacia de Lagarto (DFAL) da Universidade Federal de
Sergipe (UFS), sob a superviséo do Prof. Dr. James Almada da Silva.

Para a extracdo do composto [6]-Shogaol, foram adquiridos gengibres frescos de
comércios locais da cidade de Lagarto — SE. Estes rizomas foram lavados, triturados, secados
a 40°C, pulverizados e, posteriormente, os pés obtidos foram tamisados e embebidos em
etanol absoluto (99,8% v/v) por 72 horas, o qual foi transferido para tubos extratores do tipo
Soxhlet e sistemas de cromatografia liquida classica. O extrato obtido ap6s filtracéo simples
foi concentrado utilizando um evaporador rotativo e tratado por parti¢éo liquido-liquido com n-
hexano, diclorometano e acetato de etila. O produto obtido a partir da fracéo de diclorometano
foi purificado em uma coluna de fase reversa de 6xido de silicio (SiO), usando n-hexano /
acetato de etila 60:40 (v/v), as fracOes obtidas da cromatografia foram analisadas usando
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) em escala semi-preparativa, 0 comprimento de
onda de detecgao foi estabelecido em 282 nm e a fase mdvel foi metanol / agua 75:25 (v/v).
A pureza do [6]-Shogaol se determinou mediante analise elemental em um equipamento EA
1108, CHNS-O (Fisons, Thermo Scientific), o composto foi purificado com um grau de pureza
do 96%.

O procedimento de obtencdo e a pureza desta molécula pode ser encontrada na

informagé&o suplementar do artigo publicado por (VILLALVILLA et al., 2014).

Para realizar os testes, as substancias foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO)

em uma concentracao de até 1%. A estrutura da molécula esta representada na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura quimica do composto [6]-Shogaol ((E)-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil) dec-4-em-3-ona).



38

4.2. Linhagens e cultivos celulares

As células da linhagem MB49 sdo derivadas do tumor urotelial de bexiga de
camundongo da linhagem C57BL/6 e as células da linhagem L929 sé&o fibroblasto derivados
do tecido areolar e adiposo subcutdneo normal de um camundongo macho da linhagem
C3H/An de 100 dias de idade. Ambas as linhagens foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, hight glucose DMEM (Gibco, Life Technologies, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS — do inglés Fetal Bovine Serum ), 2 mM de
L-glutamina, 1,5 g/L de NaHCOs3, 1% de antibiético penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina
(100 mg/mL) (JIANG et al., 2020; WHITE-GILBERTSON et al., 2016; WYZEWSKI et al.,
2019). As duas linhagens foram cedidas gentilmente pelo Laboratério de Imunologia Aplicada
(LIA) sob responsabilidade do Prof. Dr. Ricardo Carneiro Borra, do Departamento de Genética
e Evolugéo (DGE) da UFSCar.

Ambas as linhagens foram mantidas incubadas com 5% CO; e 95% O, a 37 °C em
ambiente Umido, para posteriormente serem cultivadas em garrafas de cultura ou utilizadas
nos experimentos. As passagens celulares foram realizadas por tripsinizagéo a cada dois dias,
utilizando 4 mL de solugé&o de tripsina 0,025% diluida em tampé&o fosfato salino (PBS, 137 mM
NaCl, 3,7 mM KCI, 9,13 mM NaxHPO., 2 mM KH,PO4, pH 7,4), que em seguida foram
incubadas durante 5 minutos e a reacao foi interrompida com a adicdo de 4 mL de meio de
cultura suplementado como descrito anteriormente. O sobrenadante foi removido por
centrifugacéo a 377 x g por 5 minutos e as células ressuspendidas em 1 mL do meio DMEM
suplementado. Posteriormente, as células viaveis foram contadas em camara de Neubauer
com o auxilio da solucdo de azul de trypan a 0,4% (Gibco, Life Technologies, EUA) e utilizadas

na quantidade adequada para cada experimento.

4.3. Citotoxicidade do dissolvente Dimetilsulféxido

Considerando que o composto [6]-Shogaol possui um carater hidrofébico, para
possibilitar sua utilizacdo, foi necessario empregar o dissolvente dimetilsulféxido (DMSO),
para obter uma solugdo homogénea. A fim de minimizar as possiveis variaveis quanto a
toxicidade do composto na presenca de DMSO, foi realizado o ensaio de citotoxicidade
utilizando o reagente Brometo de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetraz6lio (MTT), sendo
este método colorimétrico amplamente usado para estimar a viabilidade celular (MOSMANN,
1983a).

Para avaliar os efeitos do DMSO nas células da linhagem MB49 e determinar a

concentracdo maxima a ser utilizada nos diferentes experimentos, foram utilizadas 6
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concentracdes diferentes de DMSO: 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,25% e 0,1% (v/v), as quais foram
diluidas em meio DMEM suplementado, os controles negativos contendo apenas o0 meio
DMEM suplementado e controles positivos contendo uma solucdo de Triton X-100 (1% v/v).
As células MB49 foram semeadas em placas de 96 pocos estéreis (Corning Incorporated,
USA), na concentragdo de 1 x 10* células/poco em 200 pL de meio e incubadas por 24 horas
para sua adesdo. Posteriormente, o meio foi removido e substituido por meio de cultivo fresco,
contendo as diferentes concentracbes de DMSO. Apds o periodo de incubacdo (24 e 48
horas), o tratamento foi removido e substituido por 100 uL/po¢o de uma solucdo de sal de
tetrazélio MTT 0,5 mg/mL (dissolvida em meio DMEM suplementado sem fenol) e as placas
foram incubadas por 4 horas, em seguida a solugédo de MTT foi retirada e substituida por 100
ML de DMSO, para dissolver os cristais de formazan formados pelas mitocéndrias das células
a partir da reducdo dos sais de MTT. As leituras de absorbancia foram realizadas em um
espectrofotbmetro (Thermo Multiskan GO 1510-03593, Skanlt Software 4.1 for Microplate
Readers RE, ver 4.1.0.43) em comprimento de onda de 570 nm. Os dados para avaliar o efeito
citotoxico das diferentes concentragdes de DMSO e sua relacdo de dependéncia com o tempo
de exposicéo, foram apresentados como a média e o desvio padréo (DP) de um experimento
independente (n=5) utilizando o software GraphPad Prism 7.0.

4.4, Citotoxicidade

A analise do efeito citotoxico de [6]-Shogaol sobre a viabilidade das linhagens MB49 e
L929, foi determinada pelo ensaio colorimétrico MTT (MOSMANN, 1983b; VAN TONDER;
JOUBERT; CROMARTY, 2015). Para o ensaio as células foram plagueadas nas mesmas
condi¢gbes descritas anteriormente. Previamente foi realizada uma solugdo méae de 100 mM
de [6]-Shogaol diluida em DMSO puro. Posteriormente foram preparadas as diferentes
concentracdes do composto [6]-Shogaol (3,9; 7,8; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000
MM) a partir de diluicdes seriadas com meio de cultivo celular, contendo uma concentragédo
final de DMSO (0,9% v/v), subsequentemente foram adicionadas aos respectivos pogos e
incubadas por 24 e 48 horas. Em seguida, o ensaio de viabilidade seguiu o mesmo
procedimento j& mencionado anteriormente. Os dados foram apresentados como a mediana
e o intervalo de confianca de 95% (1C95%) de trés experimentos independentes. Os calculos
de ICso foram realizados usando a equacéo de Hill no software GraphPad Prism 7.0 (HE et
al., 2016; NEVOZHAY, 2014).
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4.5. indice de seletividade

O indice de seletividade (SI) foi calculado como a razédo do valor de ICso médio das
células ndo tumorais L929 expostas a [6]-Shogaol e o valor de ICso médio das células tumorais
MB49 expostas ao composto (BEZIVIN et al., 2003). A interpretacéo dos resultados se baseia
em que, quanto maior seja o valor do indice de seletividade, o tratamento é considerado mais
eficiente e seguro, sugerindo que as células tumorais sdo mais sensiveis aos efeitos do

tratamento com [6]-Shogaol, em relacdo as células ndo tumorais.

4.6. Morfologia celular

Para analisar o efeito do composto [6]-Shogaol na morfologia celular das linhagens
MB49 e L929, as células foram semeadas (1 x 10* células/pogo em 200 pL de meio de cultivo
celular) em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas. ApOs esse periodo de tempo, o
meio de cultivo foi removido dos pocos e substituido pelas diferentes concentracdes de [6]-
Shogaol (31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 pM) e os controles. As imagens foram capturadas
em intervalos de tempo de 0,5, 2, 4, 6, 8, 24 e 48 horas, com 0 auxilio de uma camera
fotogréafica (CANON Powershot A650 IS 12,1 Megapixels Live Resolution) acoplada a um
microscopio invertido (Carl Zeiss Primovert) (objetiva 40x). A efetividade do tratamento nesta

andlise foi comparada em relacdo ao controle negativo.

4.7. Ensaio clonogénico (formacé&o de colbnias)

Este ensaio permite avaliar de maneira direta os efeitos citotdxicos e citostaticos do
composto [6]-Shogaol sobre a linhagem tumoral MB49, baseando-se na capacidade
proliferativa de uma Unica célula para se transformar em uma col6nia (PUCK ; MARCUS 1956;
PUCK et al., 1957).

As células da linhagem MB49 foram semeadas em placas de 6 pocos (300 células /
poco em 1000 uL do meio DMEM suplementado) e incubadas durante 24 horas. ApGs esse
periodo, o meio foi substituido pelas diferentes concentracées de [6]-Shogaol (15,625 uM;
31,25 yM e 62,5 pyM) e as células foram mantidas por 24 horas nas mesmas condi¢cdes
descritas anteriormente. Posteriormente, o tratamento foi substituido por meio fresco e as
células incubadas por um periodo de 5 dias. ApoGs o referido periodo, o meio foi removido e
as células fixadas com uma solucéo de metanol absoluto gelado por 5 minutos e coradas com
uma solucéo de cristal violeta 0,1% (m/v) por 1 minuto (FRANKEN et al., 2006; RAFEHI et
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al., 2011) . As col6nias foram contadas e seus tamanhos foram analisados com o auxilio do
software ImageJ. Os dados foram apresentados como a média e o desvio padrao (DP) de trés

experimentos independentes (n=3), empregando o software GraphPad Prism 7.0.

4.8. Determinacédo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A mensuracdo de espécies reativas de oxigénio por meio do uso de sondas
fluorescentes permedaveis as células como o 2°7° diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(H.DCF-DA) é uma forma indireta de estimar o estado redox de uma célula, o qual apés
penetrar dentro das células por sua caracteristica lipossoluvel é desacetilado pela acdo das
estereases intracelulares, formando um produto néo fluorescente DCFH, que € uma pequena
molécula sollivel em agua carregada negativamente, que pode ser oxidada a um composto
altamente fluorescente DCF por varias espécies reativas de oxigénio (EROs) (ERUSLANOV;
KUSMARTSEYV, 2010; SWIFT; SARVAZYAN, 2000).

Para tanto, as células MB49 e L929 foram semeadas em placas de 96 pogos (Black
Plate, Clear bottom with lid, Corning Incorporated, USA) na concentragdo de1 x 10°
células/poco em 200 yL de DMEM suplementado, como descrito anteriormente, e foram
incubadas por 24 horas. Apos o periodo de tempo, as células foram tratadas com diferentes
concentracdes de [6]-Shogaol (62,5 uM e 125 uM), por 2 e 4 horas nas mesmas condi¢des
descritas acima, e no caso dos pog¢os do controle positivo, 30 minutos antes de cumprir o
tempo de exposi¢cédo ao composto, foi adicionada uma solugéo de 10 uM e 100 yM de perdxido
de hidrogénio (H2.0O;). Em seguida, os tratamentos foram removidos e as placas foram lavadas
com PBS e foram adicionados 100 yL de uma solu¢do de 100 yM de H.DCF-DA (Sigma-
Aldrich, D6883) em meio DMEM sem fenol (sem a complementagéo de FBS) a cada pogo e
as placas foram incubadas por 30 minutos no escuro. Posteriormente, o meio com a sonda foi
retirado e os pogos lavados com PBS. A fluorescéncia foi mensurada usando leitor de
microplacas multimodo SpectraMax i3 (Molecular Devices) com comprimento de onda de
excitacdo de 485 nm e de emissdo de 530 nm. Os dados obtidos foram comparados em
relagdo ao controle células com/sem o veiculo DMSO (sem tratamento) (ERUSLANOV;
KUSMARTSEV, 2010; ROYALL; ISCHIROPOULOS, 1993). Os valores de fluorescéncia
foram analisados como a inclinacdo de 11 leituras de fluorescéncia realizadas a cada 2
minutos durante 20 minutos, tanto para o tempo de exposicao de 2 e 4 horas. Os dados foram
apresentados como a média e o desvio padrao (DP), empregando o software GraphPad Prism
7.0.
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4.9. Ensaio de condensacéo e fragmentacao nuclear

Para identificar se 0 composto [6]-Shogaol é capaz de induzir danos a estrutura do
DNA (quebras nas fitas de DNA) e, subsequentemente, apresentar a morfologia nuclear
apoptotica do estagio Il, que inclui a condensag¢do da cromatina (colapso nuclear) e o
encolhimento e fragmentacdo do nucleo (desmontagem nuclear) (IGLESIAS-GUIMARAIS et
al., 2013). Foi avaliado o efeito do composto has estruturas nucleares com o auxilio do corante
fluorescente 4°6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), o qual exibe vérios tipos de ligacdo ao DNA e

€ amplamente utilizado para esse tipo de analise.

As células das linhagens MB49 e L929 foram semeadas em placas de 96 pocos (Black
Plate, Clear bottom with lid, Corning Incorporated, USA) na concentragdo 5 x 102 células/poco
em 200 pL de DMEM suplementado com 10% de FBS e incubadas por 24 horas.
Posteriormente as células foram tratadas com diferentes concentragfes de [6]-Shogaol
(15,625 pM; 31,25 pM; 62,5 uM e 125 uM) por 12 horas. Decorrido o tempo de exposi¢céo, 0s
tratamentos foram removidos e os pocos lavados cuidadosamente com PBS, em seguida, as
células foram fixadas com uma solucao de paraformaldeido 4% (v/v) durante 10 minutos. Apos
esse periodo, as células foram coradas com 100 pL de uma solugdo de DAPI (0,15 pg/mL)
diluido em PBS por 10 minutos no escuro. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e
adicionados 200 uL/pogo de PBS para a analise qualitativa das imagens. Para a captura das
imagens, foi utilizado o sistema automatizado de microscopia epifluorescente de alta
resolucéo ImageXpress® Micro (Molecular Devices, San José, CA, EUA), usando a objetiva
40x e o filtro azul (DAPI). As imagens obtidas foram comparadas em relacdo ao controle de
células vivas (sem tratamento) e aos controles indutores de morte celular apoptdtica

camptotecina (100 yM) e peréxido de hidrogénio (580 mM).

4.10. Determinacédo de eventos de morte celular apoptdtica e/ou necrotica

A capacidade do [6]-Shogaol de provocar eventos de morte celular apoptética e/ou
necrotica foi avaliada através do uso de marcadores fluorescentes como Laranja de Acridina
(Acridine Orange, AO) e lodeto de propidio (Propidium lodide, PI), baseados em sua
capacidade de penetracao dentro das células e intercalacdo com o DNA nuclear , segundo o
nivel de integridade e permeabilidade das membranas celulares (LIU, K. et al., 2015), sendo
este ensaio capaz de distinguir entre células normais, células apoptéticas precoces e tardias,

e células necrdéticas (LIU, K. et al., 2015).

As células foram semeadas (5 x 10° células / pogo em 200 uL do meio DMEM) em

placas de 96 pocos estéreis (Black Plate, Clear bottom with lid, Corning Incorporated, USA) e
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incubadas por 24 horas. Passado esse periodo, as células foram expostas a diferentes
concentracdes de [6]-Shogaol (15,625 uM; 31,25 uM; 62,5 uM e 125 uM,) por 12 horas nas
mesmas condi¢cdes descritas acima, sendo os controles positivos tratados com 100 uM de
Camptotecina e 580 mM de Peroéxido de hidrogénio (H20,) separadamente. Apds o periodo
de tempo de exposicao, os tratamentos foram removidos e as placas lavadas cuidadosamente
com PBS e em seguida, adicionados 30 pL de uma solugao de 5% (v/v) de Laranja de acridina
(1 mg/mL) e 5% (v/v) de lodeto de propidio (1 mg/mL) dissolvida em PBS a cada poco. A placa
foi incubada por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente, o qual posteriormente foi
adicionado 150 uL de PBS a cada poco e a solugdo com os corantes foi retirada. As analises
das imagens com marcac0des fluorescentes foram realizadas com o sistema automatizado de
microscopia epifluorescente de alta resolucéo ImageXpress® Micro (Molecular Devices, San
José, CA, EUA), usando a objetiva 40x e os filtros verde FITC (Laranja de acridina) e vermelho
Texas red (lodeto de propidio). As imagens obtidas do ensaio de apoptose foram comparadas
em relacdo ao controle de células vivas (sem tratamento) e aos controles indutores de morte
celular apoptética camptotecina (100 pM) e peroxido de hidrogénio (580 mM),

respectivamente.

4.11. Determinacdo de eventos de morte celular apoptdtica e/ou necrotica

por citometria de fluxo

Este ensaio é baseado na capacidade de ligacao que possuem o complexo Ficoeritrina
(PE) - Anexina-V e o corante 7-aminoactinomicina D (7-AAD) as estruturas celulares alteradas
durante processos de morte celular apoptética e necrética. Anexina-V € uma proteina que tem
afinidade ao fosfolipidio fosfatidilserina, encontrado predominantemente na parte interna das
membranas plasmaticas eucarioticas, no entanto, durante as fases iniciais da apoptose, surge
uma redistribuicdo de fosfolipidios e a fosfatidilserina é translocada para a parte extracelular
da membrana plasméatica, uma vez que nesta posicdo atua como uma importante sinal de
marcacdo, que garante o reconhecimento e captacdo de células apoptéticas por fagdcitos.
Por outro lado, o corante 7-aminoactinomicina D (7-AAD) possui uma afinidade de ligacdo ao
DNA, o qual consegue entrar nas células, ap6s a perda da integridade da membrana
plasmatica e cora a area nuclear, indicando um estagio mais avancado do processo
apoptético ou necrético (COSSARIZZA et al., 2019; CHAURIO et al., 2009; KOOPMAN et
al., 1994; SCHLEGEL; WILLIAMSON, 2001).

Para confirmar os dados obtidos pelas imagens do ensaio anterior, a atividade pro-
apoptética do composto [6]-Shogaol sobre as linhagens MB49 e L929, foi analisada através

de citometria de fluxo utilizando o kit PE-Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Bioscences).
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As células foram semeadas (1 x 10° células / poco em 1000 pL de meio de cultivo celular) em
placas de 24 pocos e incubadas por 24 horas, em seguida foram tratadas com diferentes
concentracdes de [6]-Shogaol (62,5 uM e 125 uM) por 12 horas. Apds o tempo de tratamento,
as células foram centrifugadas a 320 x g por 10 minutos a 4 °C e lavadas cuidadosamente
com PBS, para depois serem suspensas em 200 pyL de tampao de ligagdo. Em seguida, as
células foram desprendidas da placa e transferidas para microtubos, os quais foram incubados
a temperatura ambiente com 1 uL de PE - Anexina-V e 1 pL 7-AAD por 15 minutos ao abrigo
da luz. Passado esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 320 x g por 10 minutos a 4
°C e as solugbes com os corantes foram descartadas cuidadosamente. Posteriormente as
células foram suspensas em 300 uL de tampao de ligagdo (VAN ENGELAND et al., 1996). As
amostras foram analisadas em um citbmetro BD Accuri C6 (BD Biosciences) e a fluorescéncia
emitida por cada corante foi quantificada através do software CSampler. As andlises dos Dot
plots biparamétricos foram realizadas no software FCS Express. Os dados foram
apresentados como a média e o desvio padréo (DP) empregando o software GraphPad Prism
7.0.

4.12. Ensaio de migracéao celular (Wound Healing)

O ensaio de Wound healing é utilizado para avaliar a capacidade de um composto de
interferir no processo migratério, permitindo apreciar a migracdo celular e sua biologia
adjacente (JONKMAN et al., 2014; YARROW et al., 2004).

Para avaliar os efeitos de [6]-Shogaol sobre a migracéo celular da linhagem tumoral
MB49, as células foram semeadas (5 x 10° células/poco em 1000 pL de meio de cultivo) em
placas de 12 pocos e incubadas a 37 °C com 5% de CO; por 24 horas. Em seguida, foi
realizada a sincronizacgdo e parada do ciclo celular, a fim de evitar a proliferacdo excessiva e,
assim, apenas avaliar o efeito migratorio, através da substituicdo do meio suplementado com
10% FBS por meio com 1% FBS e sua incubagéo por 24 horas (HUANG et al., 2018; TAO et
al., 2017). Apés esse periodo, com o auxilio de uma ponteira de 200 uL e uma régua estéril,
foi feito um risco na por¢éo central de cada poco e cada poco foi lavado cuidadosamente com
PBS para remover as células no sobrenadante e os fragmentos celulares remanentes da area
riscada. Entdo, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de [6]-Shogaol (7,8
MM; 15,625 uM e 31,25 uM), exceto os pogos controles (sem tratamento). As imagens foram
capturadas em intervalos de tempo de 0, 24 e 48 horas, com o0 auxilio de uma camera
fotografica (CANON Powershot A650 IS 12,1 Megapixels Live Resolution) acoplada a um
microscopio invertido (Carl Zeiss Primovert) (objetiva 10x). A area de fechamento do risco

pela migracao celular foi medida através do software ImageJ e a porcentagem de fechamento
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da ferida foi calculada comparando os tempos de 0, 24 e 48 horas, utilizando a formula
descrita abaixo (YUE et al., 2010). Os dados foram apresentados como a média e o desvio
padrdo (DP) de trés experimentos independentes (n=3), empregando o software GraphPad
Prism 7.0.

(At=on — At=an)
(At=on)

% fechamento da risca = X (100%)

Onde A;—o, € a medida da area riscada imediatamente apés sua realizacdo e A;_,;, € a area

riscada medida no tempo de 24 ou 48 horas apés a incubacdo com o composto [6]-Shogaol.

4.13. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism versao 7.0. Para
avaliar se os dados obtidos possuem uma distribuicdo paramétrica foram avaliados os valores
estatisticos, a frequéncia de distribuicdo em histogramas e foi aplicado o teste de normalidade
Shapiro Wilk, segundo sua classificacdo, os dados paramétricos foram representados como
a média + desvio padrao (DP), no entanto, os dados nao paramétricos foram apresentados
como a mediana e intervalo de confianca de 95% (IC95%). Posteriormente, para os dados
paramétricos foi realizada andlise de variancia One-way ANOVA e pés-teste de Dunnett para
determinar se os resultados foram estatisticamente diferentes em relagéo aos controles, no
caso das comparacfes entre dois grupos foi utilizado o teste 2-way ANOVA e pOs-teste de
Sidak. J& para os dados ndo paramétricos foram utilizados o teste de Kruskal Wallis e o pés-
teste de Dunn’s (Dunn’s Multiple Comparison Test). O nivel de significAncia adotado para
todos os testes foi de 5%, sendo * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeitos citotdxicos do dissolvente Dimetilsulfoxido

O [6]-Shogaol € um composto promissor como agente anticancerigeno, porém a eficacia
do tratamento é limitada por sua baixa solubilidade em agua, e por esta razdo, para seu uso
€ necessaria a solubilizacdo previa. Diversos estudos tém relatado o uso de DMSO como
agente solubilizante, e baseados nestas informac¢des, o mesmo foi utilizado para este fim

neste estudo.

Com o objetivo de avaliar o grau de citotoxicidade do DMSO quando empregado na
dissolucéo de [6]-Shogaol e minimizar as possiveis variaveis quanto a toxicidade do composto
na presenca de DMSO, diferentes concentracdes foram testadas e avaliadas quanto a
viabilidade da linhagem MB49. Na Figura 7, pode ser observado que apenas a concentracao
mais alta empregada e descrita na literatura como néo citotoxica (5% DMSO) (BRANCH et
al., 1994; DA VIOLANTE et al., 2002), foi capaz de causar uma diminuigdo significativa na
viabilidade celular para ambos os tempos analisados (24 e 48 horas). Portanto, pensando em
obter um composto totalmente sollUvel e que apresente apenas seu efeito citotdxico, para 0s
subsequentes ensaios foi escolhida a concentracdo de 0,25% v/v de DMSO, com exceg¢éo
dos ensaios de viabilidade celular com MTT e analise morfoldgico, nos quais foi escolhida a
concentracao de 0,9% v/v de DMSO pela necessidade de dissolver concentragdes mais altas
do composto (500 e 1000 uM) evitando usar concentracdes superiores a 1%.
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Figura 7. Efeito do dissolvente DMSO sobre a viabilidade das células MB49, apés 24 e 48 horas de
exposicdo. As células foram tratadas com as concentragdes indicadas de DMSO por 24 e 48 horas e a
percentagem da atividade metabdlica foi medida por espectrofotometria a 570 nm apds incubac¢éo com
a solugdo de MTT. Cada barra representa a média £+ DP de um experimento independente (n=5). Os
dados foram considerados como paramétricos e a analise estatistica foi realizada pelo teste 2-way
ANOVA e poés-teste de Sidak, sendo observada uma diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos expostos a 5% (v/v) DMSO. *xx p < 0,001.
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5.2. Citotoxicidade

A fim de investigar os efeitos das diferentes concentracdes do [6]-Shogaol sobre a
viabilidade das células tumorais MB49 e nao tumorais L929, foi realizado o ensaio de MTT, a
partir do qual foi possivel evidenciar que o [6]-Shogaol induziu danos celulares que
comprometeram a funcionalidade metabdlica e a viabilidade celular de ambas linhagens
celulares e nédo se logrou evidenciar um efeito seletivo significativo as células tumorais MB49
em relacdo as células L929. Porém, é possivel observar que as células tumorais MB49
aparentemente parecem ser um pouco mais sensiveis aos efeitos do composto, no entanto,
esse efeito ndo é o suficientemente significativo, como para sugerir a existéncia de uma
possivel seletividade do composto as células tumorais MB49. Essa interpretacao foi deduzida
a partir da pouca distancia da sobreposicdo das curvas de concentragdo — resposta de 24 e
48 horas de exposi¢do ao composto (Figura 8A e 8B), pelos valores da concentracao inibitéria
de 50% (ICso) estimados a partir das curvas e apresentados na Tabela 2 (135,5 uM para MB49
e 205,3 pM para L929, para 24 horas) que ndo eram consideravelmente diferentes, pelos
valores de indice de seletividade exibidos na Tabela 2, tanto para 24 horas (1,52), quanto
para 48 horas (1,44), que nao foram significativamente altos, e pelas diferencas morfolégicas
observadas nas micrografias de ambas linhagens celulares (Figura 8C e 8D), nas quais é
possivel evidenciar alteragbes morfologicas s6 um pouco mais proeminentes nas células
MB49 em relagdo as células L929. Além disso, poderiamos associar algumas dessas
alteracdes morfologicas presentes nas células tumorais MB49 com fenotipos compativeis aos
processos de morte celular (corpos apoptoticos e oncose), em ambas as concentracdes (500
e 1000 pM). No entanto, nas células L929 as alteragbes morfologicas eram reduzidas e

apenas evidenciadas na concentracao de 1000 uM (eventos de oncose).

Paralelamente foi realizado 0 mesmo ensaio para avaliar a existéncia de uma relacao
tempo-dependente com a citotoxicidade induzida pelo [6]-Shogaol, usando um maior periodo
de exposicao (48 horas) (Figura 8B), no qual, ndo foi evidenciado uma diminuicéo significativa
do perfil de viabilidade em relacdo ao tempo de 24 horas (Figura 8A), tampouco foi observado
uma diferencga significativa nos valores de ICso para ambas as células. Esses resultados foram
confirmados pela proximidade dos valores do indice de seletividade (IS), tanto para o tempo
de 24 e 48 horas. (Figura 19, Anexos).
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Figura 8. Efeito do composto [6]-Shogaol sobre a viabilidade das células MB49 e L929 apos 24 e 48
horas de exposicao. Células MB49 e L929 expostas a diferentes concentra¢des de [6]-Shogaol durante
24 e 48 horas. (A, B) Grafico do ICso das células MB49 e L929 apss 24 e 48 horas de exposigdo ao [6]-
Shogaol. Os dados representam a mediana e o intervalo de confianca de 95% (IC95%) de trés
experimentos independentes (n=4), respectivamente. (C, D) as imagens capturadas (aumento de 400x)
correspondem as células MB49 e L929 ap6s 2 e 6 horas de exposicao a 500 e 1000 uM de [6]-Shogaol.
As setas indicam altera¢g6es morfolégicas associadas a processos de morte celular nas primeiras horas
apos a exposicao ao composto. Barras de escala = 50 um. Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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Tabela 2. Valores de IC50 do [6]-Shogaol para as células MB49 e L929 apos 24 e 48 horas de
exposigéo.

ICs0 (UM) 24 horas

Linhagem Intervalo de I’ndi_cg de
celular ICs0 (UM) £ DP  confianca 95% seletividade
(LM) (1S)
MB49 135,5+ 55,9 122,9 até 148,4 152
L929 205,3+72,2 188,4 até 223,3 ’
ICso (ULM) 48 horas |
Linhagem Intervalo de I'ndi_cg de
celular ICs0 (UM) £ DP  confianca 95% seletividade
(UM) (1S)
MB49 131,5+ 37,8 120,2 até 143,2
L929 180,1+44,1  172,7 até 206,8 1.44

Os valores séo expressos como o ICso + DP de trés experimentos independentes, respectivamente
(n=4). IC 95% = Intervalo de confian¢a de 95%. DP = Desvio padréo. IS = Indice de seletividade (ICso
L929 / ICso MB49). Fonte: Arquivo pessoal (2021).

5.3. Morfologia celular

Paralelamente ao ensaio de citotoxicidade, foram realizados os ensaios de morfologia
celular para avaliar qualitativamente o efeito do [6]-Shogaol sobre as linhagens celulares em

estudo.

O estresse celular e as lesGes induzidas por agentes externos, em muitas situacoes,
podem ser graves e considerados como subletais ou letais, dependendo do grau de
comprometimento celular, chegando a induzir alteragbes na morfologia celular, devido a
relacdo entre a funcdo-estrutura. No ensaio de avaliagdo da citotoxicidade, foi evidenciado a
relac@o entre a funcionalidade e a conformacao estrutural. A partir dos resultados é possivel
identificar que em concentrages altas de [6]-Shogaol (1000 uM) o dano provocado em ambas
as células foi grave, provocando consequentemente um declinio da atividade metabdlica das
células quase imediatamente apds a exposicéo ao [6]-Shogaol. Da mesma forma, também foi
evidenciado através do ensaio da avaliagdo morfologica nas Figuras 9 e 10, fendétipos letais,
especificamente nas células MB49, observando, principalmente o encolhimento das células,
as quais apresentavam multiplas protrusdes citoplasmaticas com aparente preservacao da
membrana celular (corpos apoptéticos) e um inchaco celular e a aparicdo de bolhas
citoplasmaticas de grande dimenséao (eventos de oncose) (Figura 8C). No entanto, para as
células L929, apenas na concentracdo de 1000 uM, foi observado o encolhimento e presenca

de bolhas citoplasmaticas.
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Figura 9. Efeito das diferentes concentracdes de [6]-Shogaol na morfologia e aderéncia das células
MB49. As alteragbes morfoldgicas e o desprendimento celular foram visualizadas desde as primeiras
horas apés a exposicao ao tratamento. As imagens capturadas (aumento 400x) correspondem a uma
replicata representativa de trés experimentos independentes (n = 4). As setas indicam as alteracdes
morfoldgicas e de aderéncia promovidas pelo composto [6]-Shogaol in vitro. Barra de escala = 50 um.
Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Da mesma forma, foi possivel evidenciar diferencas na morfologia das células tumorais
MB49 tratadas com [6]-Shogaol em relac&o ao controle, a partir da concentragcédo de 250 uM
(Figura 9). Os danos induzidos pelo composto aparentemente séo irreversiveis, uma vez que,
com o passar do tempo, ndo pode ser evidenciada a recuperacao do fenétipo tipico destas
células, sendo estas mudancas capazes de alterar sua aderéncia com a superficie dos pocos.
De igual modo, as células ndo tumorais L929, apresentaram alteracdes morfoldgicas de
semelhante magnitude as exibidas nas células tumorais MB49, sendo em ambos casos
suficientes como para comprometer sua viabilidade, quando tratadas com concentragfes
acima de 250 uM de [6]-Shogaol (Figura 10), porém, as alterag6es morfologicas observadas
em ambas linhagens celulares ap0s a exposicdo aos tratamentos eram distintas. Estes
resultados corroboram os resultados de estimacdo de atividade metabdlica apresentados
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anteriormente e, desvendam o efeito citotéxico que induz [6]-Shogaol as células tumorais e

nao tumorais (Figuras 20 e 21, Anexos).

[6] -Shogaol
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Figura 10. Efeito das diferentes concentra¢cGes de [6]-Shogaol na morfologia e aderéncia das células
L929. As alteracBes morfologicas e o desprendimento celular foram visualizados desde as primeiras
horas apés a exposicao ao tratamento. As imagens capturadas (aumento 400x) correspondem a uma
replicata representativa de trés experimentos independentes (n = 4). As setas indicam as alteracdes
morfoldgicas e de aderéncia promovidas pelo composto [6]-Shogaol in vitro Barra de escala = 50 um.
Fonte: Arquivo pessoal (2021).

5.4. Ensaio clonogénico

Através do ensaio clonogénico, foi possivel evidenciar a atividade citotéxica direta e
citostatica promissora do [6]-Shogaol. Os resultados demostraram que o composto foi capaz
de inibir completamente a formacao de colénias das células tumorais MB49 na concentracao
de 62,5 uM (Figura 11). Também pode-se verificar que ha uma relacdo concentracao/efeito,
ja que o potencial citotdéxico e citostatico foi diminuindo em relagdo a diminuicdo da
concentracdo, uma vez que na concentracdo de 31,25 UM se pode observar a existéncia de
colénias de tamanho inferior (Figura 11A e 11C). No entanto, ao realizar a contagem de
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coldnias muitas destas ndo foram tomadas em conta, por possuir um numero inferior de
células (aproximadamente menos de 50 células) e ndo possuir a dimensao estabelecida
(0,148 mm), como demonstrado na concentracdo de 15,625 UM, uma vez que o efeito do
composto ainda é persistente (Figura 11A, 11B e 11C). A partir destes resultados poderiamos
sugerir que os efeitos citotdxicos e citostaticos do composto [6]-Shogaol sdo aparentemente

dependentes da concentracao.
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Figura 11. Efeito das diferentes concentracfes de [6]-Shogaol sobre a formag&o de colbnias nas
células MB49, ap0s 24 horas de exposicao. Células MB49 expostas ao [6]-Shogaol (15,625 uM, 31,25
MM e 62,5 uM) por 24 horas e incubadas durante 5 dias para analise da formacgéo de colénias. (A) A
imagem corresponde a uma replicata representativa de trés experimentos independentes (n=3). (B)
Gréfico do nimero de coldnias normalizadas em relacdo ao controle (-). (C) Gréafico do tamanho das
colénias em relacdo ao controle (-). Cada barra representa a média + DP de trés experimentos
independentes em triplicata (n=3); A andlise estatistica foi realizada pelo teste paramétrico One-way
ANOVA e pos-teste de comparacdo multipla Tukey, sendo observada uma diferencga estatisticamente
significativa entre o grupo controle (-) em relagdo aos grupos expostos a [6]-Shogaol, sendo *** p <
0,001; **** p < 0,0001. Barra de escala =5 mm. Fonte: Arquivo pessoal (2021).

O efeito citostatico promovido por [6]-Shogaol é claramente evidenciado na Figura 11C,
no qual o tamanho das colbénias aparentemente depende da concentracdo do [6]-Shogaol,
apesar de ndo induzir um efeito citotdxico letal nas concentracdes mais baixas (15,625 uM e
31,25 pM), é possivel observar que existe algum tipo de alteragcdo nas vias envolvidas na
divisdo celular. O efeito citotdxico letal direto do [6]-Shogaol em concentra¢des acima de 62,5
MM foi confirmado com este ensaio, uma vez que os danos gerados pelo composto parecem

néo ser reversiveis, induzindo um processo de morte celular (Figura 11B).
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5.5. Determinacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo continuamente geradas em processos
celulares normais e desempenham diferentes papeis em diversas doencas como por exemplo:
diabetes, doencas neurodegenerativas e o cancer, sendo essenciais para o desenvolvimento
de certos processos fisioldgicos e para manutencdo desses estados patologicos ao
desempenhar func¢des importantes na ativacdo de genes, crescimento celular e reacfes
guimicas nas células. Porém, quando sua producao € exacerbada, causam estresse oxidativo,
dando origem aos danos celulares que podem ser irreversiveis e letais (COTTET-
ROUSSELLE et al., 2011).

Com a finalidade de elucidar os principais mecanismos desencadeantes dos efeitos
citotoxicos de [6]-Shogaol, foram mensurados os niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas linhagens celulares em estudo, apos periodos de exposi¢ao de 2 e 4 horas. Como
mostrado nas figuras 12A e 12C, nenhuma das concentra¢des testadas foi capaz de causar
um aumento significativo no contetdo de EROs intracelular nas células tumorais MB49, em
relagcdo aos controles. No entanto, para as células ndo tumorais L929, houve um aumento
significativo da fluorescéncia emitida pela concentragdo de EROs presente no interior das
células quando expostas a concentracdo de 62,5 uM, apos 2 horas de tratamento (Figura
12B).

A partir da analise comparativa do tempo de exposi¢cdo de [6]-Shogaol nas células
MB49 (Figura 12E) e L929 (Figura 12F), poderia-se afirmar que, 0 composto aparentemente
ndo estimula um desequilibrio no sistema REDOX, por um aumento no contetdo de EROs,
principalmente nas células MB49, mesmo que observado o aumento para a linhagem L929
com o tratamento de 62,5 uM. A partir destes resultados poderiamos indicar que, para as
células de cancer de bexiga utilizadas nesse estudo, o estresse oxidativo ndo € um

mecanismo causante dos efeitos citotdxicos de [6]-Shogaol.
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Figura 12. Efeito do [6]-Shogaol sobre a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROSs) nas células
MB49 e L929. As células MB49 e L929 tratadas com as concentracdes indicadas de [6]-Shogaol por 2
horas (A, B) e 4 horas (C, D). Os dados foram considerados paramétricos e apresentados como a
média £+ DP de um experimento independente (n=4). A analise estatistica foi realizada pelo teste
paramétrico One-way ANOVA e pds-teste de Dunnett, sendo = p < 0,05; ** p < 0,01; *xx p < 0,001; *x
*x p < 0,0001. (E, F) O efeito de [6]-Shogaol sobre a producdo de EROS nas células MB49 e L929
segundo o tempo de exposicdo, foi analisado agrupando os dados obtidos por cada tempo de exposicéo
para cada linhagem celular separadamente, sendo que cada barra representa a média + DP (n=4). A
andlise estatistica comparativa foi realizada pelo teste 2-way ANOVA e pés-teste Dunnett, sendo *x
p < 0,01; #++x p < 0,0001. Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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5.6. Avaliacdo da condensacédo e fragmentacéao nuclear.

Entre as alteracdes nucleares associadas aos processos apoptéticos, estdo a
condensacéao parcial da cromatina nuclear em torno da membrana nuclear (morfologia nuclear
apoptotica do tipo I) e a fragmentacdo do nlcleo em massas de cromatina condensada
(morfologia nuclear apoptotica tipo 1), sendo esta Ultima alteracdo uma das mais
representativas dos processos apoptéticos (GARCIA-BELINCHON et al., 2015; IGLESIAS-
GUIMARAIS et al., 2013; WEERASINGHE; BUJA, 2012). A fim de avaliar se [6]-Shogaol
induz alguma destas altera¢cdes na morfologia nuclear das células MB49 e L929, com o auxilio
do corante fluorescente DAPI, foi possivel observar a presenca de eventos de condensacgéo
e fragmentacgao nuclear para concentra¢des acima de 62,5 UM, uma vez visualizados nacleos
fragmentados na maioria das células, além da diminuicdo no namero de células em relacao
ao controle para ambas as linhagens celulares (Figura 13). Estes resultados sugerem que um
dos eventos que incitam a morte celular poderia ser o comprometimento e danificacdo do

ndcleo celular e, que o processo de morte desencadeado poderia ser a apoptose.
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Figura 13. Efeitos do composto [6]-Shogaol no DNA das células MB49 e L929. Fotomicrografias
fluorescentes representativas mostrando estagios de condensacéao e fragmentacao nuclear nas células
MB49 e L929, ap6s o tratamento com [6]-Shogaol por 12 horas. Camptotecina (100 uM) foi usada como
controle (+) conjuntamente com o peroxido de hidrogénio (580 mM). As células foram coradas com
DAPI e as imagens foram capturadas com o auxilio do equipamento de epifluorescéncia Image Xpress
Micro, com amplificacdo de 400x. As setas amarelas indicam nudcleos fragmentados e eventos de
condensagédo da cromatina nuclear. Barra de escala: 50 e 20 um. Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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5.7. Determinacado de eventos de morte celular apoptética e/ou necroética

A capacidade de detectar células tumorais e promover apoptose de maneira seletiva,
€ uma das maneiras de medir a eficacia de novas drogas anticancerigenas (LIU, K. et al.,
2015). Para confirmar o efeito do [6]-Shogaol na inducdo de morte celular apoptoética, foi
realizado o ensaio de determinacdo de eventos de morte celular apoptética e/ou necrética,
baseado na capacidade dos corantes fluorescentes laranja de acridina e iodeto de propidio
de penetrar nas células, segundo o estado de integridade das membranas celulares e ligar-

se ao nucleo.

Na Figura 14, se pode observar que apés 12 horas de exposi¢cdo ao composto [6]-
Shogaol, se evidenciam fenétipos associados ao processo de morte celular apoptotico nas
amostras de células tumorais em concentra¢des acima de 62,5 uM, uma vez que as células
MB49 apresentaram regibes nucleares ligadas ao fluoréforo Laranja de Acridina
acompanhados de regides do citoplasma ténue e difusamente coradas (apoptose precoce)
(Figura 14D), sendo que também se pode observar eventos de fragmentagcdo nuclear em
algumas destas células (Figura 14D). Por outro lado, na concentragdo de 125 puM, o efeito
letal do composto € mais proeminente, sendo evidenciado pela diminuicdo do niumero de
células e a apresentacdo de um fendtipo aparentemente necrético na maioria das células, o
gual é caracterizado pela coloragdo avermelhada nos nucleos celulares (Figura 14E), porém,
também é observavel algumas células com uma dupla ligagdo a ambos os fluoréforos Laranja
de acridina e lodeto de propidio na regido nuclear, apresentando fluorescéncia laranja

(apoptose tardia) (Figura 14E).
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Figura 14. Fotomicrografias de eventos de apoptose e necrose detectadas pelo ensaio de coloracéo
AO/PI nas células MB49 expostas a [6]-Shogaol por 12 horas. Células MB49 tratadas por 12 horas com
[6]-Shogaol em diferentes concentracdes, posteriormente foram coradas com AO/Pl e as imagens
correspondem a uma replicata representativa (n=5), capturadas com o auxilio do equipamento de
epifluorescéncia Image Xpress Micro (400x), usando os filtros Texas red para Pl e FITC para AO. Os
fenotipos evidenciados ap0s os tratamentos foram os seguintes: (A) grupo controle de células MB49
viaveis; (B) células MB49 tratadas com 15,625 pM de [6]-Shogaol, ndo se evidenciou eventos de morte
celular; (C) células MB49 tratadas com 31,25 pM de [6]-Shogaol, se observa células viaveis em sua
maioria, porém, algumas apresentam o fenétipo de apoptose precoce, o qual é identificado pela
marcacdo do nucleo e uma ténue e difusa fluorescéncia no citoplasma emitida por AO; (D) células
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MB49 tratadas com 62,5 uM de [6]-Shogaol, é apreciavel fenétipos de apoptose caracterizados por
uma fragmentagdo nuclear e uma ténue quase inexistente fluorescéncia no citoplasma; (E) células
MB49 tratadas com 125 pM de [6]-Shogaol, se observa células com coloracdo avermelhada nos
nucleos, pela ligagéo ao fluoréforo Pl associado a eventos de necrose; (F) células MB49 tratadas com
580 mM de H202 apresentam apoptose tardia pela dupla ligacdo de ambos os fluoréforos AO/PI aos
nucleos; (G) células MB49 tratadas com 100 uM de camptotecina, se observa a presenca de corpos
apoptoticos. (C) As setas indicam estruturas celulares de diferentes dimensfes que poderiam associar-
se com eventos de vacuolizacdo induzidas pelo estresse gerado por [6]-Shogaol. Barra de escala: 50
e 20 um. Fonte: Arquivo pessoal (2021).

Na Figura 15 é possivel observar o comportamento das células L929 apds a exposi¢ao
a diferentes concentracdes de [6]-Shogaol. Pode-se observar que o efeito do composto foi de
semelhante magnitude letal ao evidenciado nas células MB49, sendo possivel observar na
concentracéo de 62,5 UM uma menor proporgdo de células com fenotipo apoptotico precoce
e ndo é observado células com fendtipos de apoptose tardia (Figura 11D). No entanto, ha

concentracdo de 125 puM, o comportamento letal do composto € muito semelhante ao

apresentado nas células MB49.
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Figura 15. Fotomicrografias de eventos de apoptose e necrose detectadas pelo ensaio de coloracéo
AO/PI nas células L929 expostas a [6]-Shogaol por 12 horas. Células L929 tratadas por 12 horas com
[6]-Shogaol em diferentes concentracdes, posteriormente foram coradas com AO/Pl e as imagens
correspondem a uma replicata representativa (n=5), capturadas com o auxilio do equipamento de
epifluorescéncia Image Xpress Micro (400X), usando os filtros Texas red para Pl e FITC para AO. Os
fenodtipos evidenciados apés os tratamentos foram os seguintes: (A) grupo controle de células L929
viaveis; (B) células L929 tratadas com 15,625 pM de [6]-Shogaol ndo se evidéncia eventos de morte
celular; (C) células L929 tratadas com 31,25 pM de [6]-Shogaol, ndo se observa fenétipos associados
a eventos de morte celular; (D) células L929 tratadas com 62,5 uM de [6]-Shogaol, é apreciavel células
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viaveis e células que apresentam uma ténue e difusa fluorescéncia no citoplasma (apoptose precoce);
(E) células L929 tratadas com 125 uM de [6]-Shogaol, se observa células com coloragdo alaranjada
nos nucleos, pela dupla ligacédo aos fluoréforos AO e Pl associados a eventos de apoptose tardia; (F)
células L929 tratadas com 580 mM de H202 apresentam apoptose tardia pela dupla ligacdo de ambos
os fluoréforos AO/PI aos nucleos; (G) células MB49 tratadas com 100 pM de camptotecina, observa-
se a presenca de eventos de apoptose tardia. (D) As setas indicam estruturas celulares de diferentes
dimensfes que poderiam associar-se com eventos de vacuolizagdo induzidas pelo estresse gerado por
[6]-Shogaol. Barra de escala: 50 e 20 um. Fonte: Arquivo pessoal (2021).

E possivel deduzir a partir das imagens obtidas neste ensaio, que a apoptose € o tipo
de morte celular mais predominante induzido pelo [6]-Shogaol para a concentracdo de 62,5
UM. No entanto, também foram observadas células com fendtipos associados a eventos
necroticos e de apoptose tardia para a concentracdo de 125 uM, para as duas linhagens

celulares em estudo.

A partir destas imagens, foram observadas estruturas citoplasméaticas de diferentes
dimensdes, ndo relatadas anteriormente em outros estudos semelhantes. Estas estruturas
foram evidenciadas nas células expostas a concentracdes aparentemente subletais, como
31,25 uM para células MB49 (Figura 14C, setas brancas) e 62,5 uM para células L929 (Figura
15D, setas brancas), uma vez que algumas destas estruturas armazenaram o corante iodeto

de propidio em seu interior.

Este fenbmeno também pode ser observado quando as células foram coradas com o
auxilio do panéptico rapido, uma vez que foi possivel identificar que essas estruturas
aparentemente tém pH neutro pela auséncia de coloragdo interna, nos sugerindo que
poderiam ser compostas de agua ou outros componentes com pH neutro. No entanto, estas
estruturas apenas foram visualizadas nas células MB49 expostas na concentracédo de 31,25
UM do [6]-Shogaol (Figura 22C, Anexos).

5.8. Determinacédo de eventos de morte celular apoptdtica e/ou necrética

por citometria de fluxo

Células viaveis geralmente restringem o fosfolipidio fosfatidilserina (PS) a parte interna
da membrana plasmatica. No entanto, no processo de indugcdo da apoptose, as células
perdem a assimetria da membrana e redistribuem os fosfolipidios de maneira randomizada,
através de suas proteinas transmembrana (scramblases), translocando a fosfatidilserina para
a superficie da célula, mantendo a integridade da membrana intacta, onde serve como uma
sinal para uma posterior fagocitose (SCHLEGEL; WILLIAMSON, 2001). Este processo pode
ser monitorado utilizando a proteina Anexina-V, a qual tende a se ligar PS de uma maneira
dependente de Ca*? (CHAURIO et al., 2009; VAN ENGELAND et al., 1996).
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Considerando a alta especificidade da proteina Anexina-V em reconhecer eventos de
apoptose, a mesma foi usada em conjunto com o corante 7-AAD, o qual possui alta afinidade
pelo DNA e apenas consegue penetrar nas células que possuem perda da integridade da
membrana celular, sendo (til na deteccdo de eventos de apoptose tardia e necrose. A
interpretacdo dos resultados foi baseada na distribuicdo das células nos 4 quadrantes do

diagrama de Dot blott density, os quais séo divididos por marcacoes diferenciais:

¢ Quadrante inferior esquerdo: Anexina-V (-) e 7-AAD (-), representa as ceélulas vivas.

e Quadrante inferior direito: Anexina-V (+) e 7-AAD (-), representa as células no
processo apoptotico precoce ou inicial.

e Quadrante superior direito: Anexina-V (+) e 7-AAD (+), representa células no processo
apoptaético tardio.

e Quadrante superior esquerdo: Anexina-V (-) e 7-AAD (+), representa células que
sofreram o processo necrotico.

Na Figura 16 € possivel observar pela distribuicdo das células nos quadrantes, que 0s
efeitos citotoxicos de [6]-Shogaol provocam um processo de morte celular apoptética
maioritariamente em ambas as linhagens celulares. Logrando-se evidenciar que o [6]-Shogaol
na concentracado de 62,5 uM e 125 puM é capaz de provocar um 35,48% e 60,94% de eventos
de morte celular apoptética nas células tumorais MB49, respectivamente, e apenas um 1,53%
e 6% de eventos de morte celular necrética, respectivamente. J4 nas células ndo tumorais
L929 o composto [6]-Shogaol nas concentragdes de 62,5 uM e 125 pM s6 incitou um 19,41%
e 39,76% de eventos de morte celular apoptética, respectivamente, no entanto, foi capaz de
induzir um 3,75% e 19,95% de eventos de morte celular necrética, respectivamente. A partir
destes resultados, é possivel sugerir que o [6]-Shogaol além de induzir eventos de morte
celular apoptética de maneira maioritaria em ambas as linhagens celulares, também incitou
em menor propor¢do eventos de morte celular necrotica significativos nas células néo
tumorais L929, mas, so6 foi na concentracdo de 125 pM. Sendo ambos efeitos dependentes
da concentracdo. A partir destes dados, poderiamos propor que as células tumorais MB49
sd0 um pouco mais sensiveis aos efeitos pré-apoptéticos do composto [6]-Shogaol em relagcéo
as células ndo tumorais L929, porém dita sensibilidade ndo é muito acentuada como para
considerar-se significativa. Estes resultados validam os resultados apresentados

anteriormente.
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Figura 16. Efeito do [6]-Shogaol na induc@o de eventos de morte celular apoptotica e necrética nas
células MB49 e L929. Células MB49 e L929 tratadas com as concentragdes indicadas de [6]-Shogaol
por 12 horas e coradas com PE-Anexina V (detectada no canal FL2-A) e 7AAD (detectado no canal
FL3-A). Camptotecina (100uM) foi usado como controle (+) de apoptose. (A) diagramas de dot blot
density apresentando as percentagens de apoptose e necrose induzidas por [6]-Shogaol nas células
MB49 e L929. (B) Diagrama de barras representando as percentagens das células MB49 e L929 nos
diferentes estagios de morte celular apoptética e necrose. Os dados representam a média + DP de um
experimento independente em triplicata (n=3). Os dados foram considerados como paramétricos e a
andlise estatistica foi realizada pelo teste 2-way ANOVA e pés-teste Dunnett, sendo = p < 0,05; ** p <
0,01; **** p < 0,0001. Fonte: Arquivo pessoal (2021).

5.9. Determinacéo do potencial anti-migratorio.

O ensaio de migracdo celular (Wound healing) avalia a migracdo celular coletiva,
sendo o tipo de migracdo exibida por monocamadas de células epiteliais e endoteliais, as
quais se movimentam em duas dimensfes, enquanto mantem suas juncdes intercelulares
(JONKMAN et al., 2014). Este tipo de migracdo acontece frequentemente em processos
metastaticos e em lesdes teciduais, nas quais um grupo de células coordena seus movimentos
em direcdo a um gradiente quimiotatico (migracdo unidirecional) (JONKMAN et al., 2014;
NOWAK-SLIWINSKA et al., 2018).
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Para avaliar o potencial anti-migratério que exerce o composto [6]-Shogaol na
capacidade migratéria das células MB49, foi estimada a porcentagem de migracao

direcionada das células em relacdo a area determinada (risca).

Na Figura 17 é possivel observar que o tratamento com [6]-Shogaol n&do inibiu de
maneira significativa a migragéo celular na &rea riscada em nenhuma das concentracdes
testadas em relacéo ao grupo controle (Figura 17A), tendo aparentemente o mesmo perfil de
migracdo e motilidade durante todo o tempo de exposi¢cdo ao composto (Figura 17D). A partir
destes resultados, é possivel insinuar que [6]-Shogaol ndo apresentou um potencial anti-

migratorio promissor nas células MB49 em relagéo ao controle.
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Figura 17. Efeito do [6]-Shogaol na migracéo das células MB49. Células MB49 tratadas por 48 horas
com [6]-Shogaol em diferentes concentracdes. As imagens foram fotografadas nos intervalos de tempo
de 0, 24 e 48 horas (amplificacdo 100x) e correspondem a uma replicata representativa de trés
experimentos independentes (n=3). (A.a) grupo controle de células MB49 tratadas apenas com o0 meio;
(A.b) células MB49 tratadas com 7,81 uM de [6]-Shogaol; (A.c) células tratadas com 15,625 uM de [6]-
Shogaol; (A.d) células MB49 tratadas com 31,25 uM de [6]-Shogaol. Barra de escala = 200 um. (B, C
e D) Os resultados séo expressos em percentagem de fechamento da risca. A area de fechamento foi
calculada de acordo com o descrito por Yue et al. (2010), com o auxilio do software ImageJ. Os dados
representam a média + DP de trés experimentos independentes em triplicata (n=3). Os dados foram
considerados como paramétricos e a andlise estatistica comparativa foi realizada pelo teste 2-way
ANOVA e pos-teste Tukey. Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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6. DISCUSSAO

O cancer de bexiga € uma neoplasia originada no urotélio da bexiga, que dependendo
de sua via patogénica pode desenvolver-se em duas variantes: cancer de bexiga néo invasivo
muscular, que abrange aproximadamente 80% destas neoplasias e cancer de bexiga invasivo
muscular que agrupa os 20% restantes. Apesar, que a maior porcentagem destas variantes é
catalogada como superficial, estas conformagdes tumorosas possuem a tendéncia de recorrer
e progredir, gerando uma necessidade de vigilancia e seguimento meédico continuo.
Habitualmente o tratamento do cancer de bexiga abrange: remocédo cirdrgica do tecido
neoplasico, administracdo de quimioterapicos e uso de radioterapia, 0s quais podem ser
utilizados de maneira Unica ou combinada. No entanto, em muitos casos 0s tratamentos
disponiveis ndo sao eficazes, pela geragdo de mecanismos de resisténcia por parte das
células tumorais e/ou os efeitos colaterais em tecidos ndo alvo, afetando consideravelmente
a qualidade de vida do paciente. Além disso, a estes problemas pode-se adicionar os altos
custos das avaliagdes diagnosticas repetidas e os esquemas de tratamentos utilizados. Esta
série de problemas enfatizam a necessidade da busca de novos medicamentos com um maior

perfil de seguranga e que sejam mais especificos e seletivos.

Diversos estudos relatam o potencial que possuem os compostos fitoquimicos para a
prevencgdo e tratamento de uma ampla variedade de cénceres. Do total de medicamentos
anticancerigenos aprovados desde 1981 até 2019, cerca do 50% sédo derivados de produtos
naturais (NEWMAN, 2020). A investigacdo de fitoquimicos como alternativas terapéuticas
para o cancer de bexiga, € uma area de investigacao promissoéria, devido a que muitos destes
compostos séo especificos e seletivos as células tumorais, e alguns deles possuem um bom
perfil de segurancga, eventos relatados em diferentes estudos que usam tanto cultivos

celulares, quanto organismos vivos, com o fim de simular as condi¢des desta neoplasia.

Estudos publicados anteriormente relatam a potencial atividade citotoxica e indutora
de apoptose de [6]-Shogaol em células de cancer de pulmdao, prostata, colorretal, cérvico-
uterino, mama e hematoldgicas (BAWADOOD et al., 2020; KIM et al., 2014; LI; CHIANG,
2017; LIU, Q. etal., 2012; LIU, Q. et al., 2013; SAHA et al., 2014).

[6]-Shogaol € um dos compostos mais lipofilicos que compdem o rizoma do gengibre,
e para sua utilizacdo neste estudo, foi necessério utilizar o dissolvente DMSO. Devido a
capacidade do DMSO de interagir com as membranas, ao incorporar-se no interior da
bicamada e gerar um maior espacgo livre dentro da regido hidrofobica, possibilitando a
formacao de poros transitérios de 4gua, sua avaliacéo citotoxica foi primordial e nos revelou
gue concentracdes abaixo de 2% n&o foram capazes de comprometer a viabilidade celular

inclusive apos tempos prolongados de exposicdo (48 horas) (BRANCH et al., 1994; DA
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VIOLANTE et al.,, 2002; DE MENORVAL et al.,, 2012; GURTOVENKO; ANWAR, 2007;
HAMMOUDEH; HAMMOUDEH; HAMOUDI, 2019; NOTMAN et al., 2006).

A partir dos resultados do ensaio de citotoxicidade foi observado que [6]-Shogaol é
capaz de reduzir a viabilidade de maneira dependente da concentracdo para ambas as
linhagens celulares, apresentando um valor estimado de ICso = 135,5 uM para as células
tumorais MB49, e ICso = 205,3 uM para os fibroblastos ndo tumorais L929. Com base nestes
valores, é possivel sugerir que as células tumorais apresentam maior sensibilidade aos efeitos
do composto em relacdo aos fibroblastos ndo tumorais, porém dita sensibilidade ndo é tdo
marcada, como para sugerir um efeito seletivo as células tumorais. Estudos anteriores
demostraram que [6]-Shogaol induz efeitos citotdxicos letais de maneira seletiva as células
tumorais em diferentes tipos de canceres, como no estudo de Annamalai (2016), no qual foi
relatado que o composto demostra um efeito seletivo as células de carcinoma de laringe
humano (Hep-2) em relagéo aos fibroblastos gengivais (HGF-1), exibindo ICso = 20 uM para
Hep-2 e ICsp = 80 uM para HGF-1 (ANNAMALAI; KATHIRESAN; KANNAPPAN, 2016). Os
resultados obtidos em nosso estudo corroboram com o potencial citotoxico de [6]-Shogaol
reportado no estudo de Bawadood e colaboradores (2020), no qual [6]-Shogaol mostra efeitos
citotoxicos notaveis nas linhagens celulares de carcinoma ductal de mama triplo positivo
(T47D) e adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), exibindo ICso= 0,5+ 0,1 uM para T47D
e ICso = 23,3 uM para MCF-7, valores consideravelmente baixos, que ressaltam a poténcia do
composto nessas linhagens de cancer de mama (BAWADOOD et al.,, 2020). O potencial
anticancerigeno de [6]-Shogaol também foi relatado no estudo de Ishiguro e colaboradores
(2008), no qual descrevem uma redugéo da viabilidade dependente da concentragdo, em
células de cancer gastrico humano (HCG-27), apresentando ICso = 32 uM de [6]-Shogaol
(ISHIGURO et al., 2008).

A partir das imagens obtidas na analise morfolégica das células expostas a [6]-
Shogaol, é possivel sugerir que, além de evidenciar o efeito concentracdo-dependente
demonstrado anteriormente, também se identificou um efeito tempo-dependente nas
modificagBes morfologicas induzidas por [6]-Shogaol para ambas as linhagens celulares. No
entanto, é possivel observar que as células tumorais MB49 evidentemente sdo mais sensiveis
aos efeitos que induz [6]-Shogaol, ja que as alteragdes que apresentam sdo mais aberrantes
e grosseiras em comparacdo com as células ndo tumorais L929. Inclusive € possivel observar
a seguinte sequéncia de alterac6es morfolégicas, além da aparente auséncia de proliferacéo,
identificada a partir da comparacéo do niumero de células em relacdo aos controles. Na Figura
20 (Anexos) pode-se observar que as células MB49 mudam de um formato alongado e
distendido préprio da aderéncia com a superficie do poco para um formato arredondado,

caracteristico de processos de desaderéncia, que consequentemente diminui seu volume
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celular, encolhendo-se e desprendendo-se, chegando apresentar em alguns casos protrusées
ou blebs de diferentes dimens6es na membrana plasmética, que aparentemente se
externalizam. Também é possivel observar que para os tempos mais prolongados ou altas
concentragdes do composto (1000 e 500 uM), os danos provocados sdo mais drasticos e
inclusive as células parecem desaparecer da superficie do poco (Figura 20, anexos). Isto
presumivelmente poderia dever-se a uma degradacéo por parte das enzimas lisossbmicas
liberadas ao ambiente, pelas mesmas células, como consequéncia de sua deterioracdo. De
acordo com as alteragOes estruturais observadas induzidas por [6]-Shogaol, muitas destas
modificagbes se encaixam dentro das caracteristicas morfolégicas associadas a apoptose,
relatadas por diferentes estudos, os quais descrevem que, a morfologia celular tipica de
processos apoptoticos geralmente caracteriza-se por um arredondamento, encolhimento e
descolamento das células, e posteriormente formacédo de bolhas na membrana celular e
liberagcdo de corpos apoptéticos (MOOREN; KRUGER, 2015; RYBCZYNSKA et al., 2018;
WEERASINGHE; BUJA, 2012). Todavia, com a integridade da membrana plasmatica intacta,
subsequentemente advém a ocorréncia da condensacdo da cromatina (picnose), seguida da
fragmentacao nuclear (cariorrexe) e fragmentacdo do DNA e prossegue com a presenca de
fagocitose (MOOREN; KRUGER, 2015; RYBCZYNSKA et al., 2018). Assim, estas
concordancias nos sugerem que a diminuicdo da viabilidade celular ap0s a exposicao a [6]-

Shogaol poderia ser provocada aparentemente pela inducéo de processos apoptéticos.

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de formacao de coldnias, poderiamos
propor que [6]-Shogaol, possui potencial citotdxico e citostatico ao evidenciar uma regulagao
negativa da proliferacdo celular para as concentracbes de 62,5; 31,25 e 15,625 uM de [6]-
Shogaol. Uma vez demonstrado que o efeito é dependente da concentracdo, é possivel
considerar que a auséncia de colbnias e células na concentracdo de 62,5 uM, poderia ser
devido aos seguintes fatores: 1) evidéncia de um efeito citotoxico letal; 2) parada do ciclo ou;
3) alteracdo estrutural dos microtubulos do fuso celular, que subsequentemente poderia
induzir um bloqueio mit6tico. Considerando que as células expostas a concentracdo
mencionada evidenciaram apenas a presenca de restos celulares, nao foi possivel identificar
se o estimulo desencadeante foi direto ou indireto, pois eventos de mitose aberrante podem
provocar morte celular (BAWADOOD et al., 2020). J& nas concentragfes abaixo de 31,25 uM,
foi possivel verificar a diminui¢cdo no fluxo de divisdo celular, representado pela diminuicédo da
dimensdo das colbnias. Porém, é importante ressaltar que apesar dessa modulagdo nos
eventos de divisdo celular, as células ainda eram viaveis. Considerando como relatado por
outros estudos que o [6]-Shogaol induz a parada do ciclo e interfere na formacdo do fuso
mitotico a nivel dos microtubulos, é possivel que um destes eventos esteja relacionado a

regulagcéo negativa da proliferacdo e ao efeito citostatico observado apds o tratamento com
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[6]-Shogaol (BAWADOOD et al., 2020; ISHIGURO et al., 2008; LIU, Q. et al., 2012). De
acordo com o estudo de Bawadood et al., (2020), a inducdo da parada do ciclo celular nas
fases G2/M apds a exposicao a [6]-Shogaol em células de cancer de mama MCF-7 e T47D,
pode se dar através da regulacdo negativa da expressdo do gene Ciclina D1, o qual
desempenha fun¢des na regulacao do ciclo celular (BAWADOOD et al., 2020). No entanto,
este ndo seria 0 Unico mecanismo de regulacao da divisao celular, induzido por [6]-Shogaol.
Segundo o estudo de Ishiguro e colaborares (2008), [6]-Shogaol pode provocar alteracdes ha
estrutura dos microtibulos, ao reagir com dimeros de tubulina, através da ligacdo com os
grupos sulfidrila dos residuos de cisteina das tubulinas a e 3, 0 que subsequentemente inibe
a polimerizagao da tubulina, eventos relatados a partir de estudos in vitro em células de cancer
gastrico humano HGC-27 (ISHIGURO et al.,, 2008). Levando em consideragdo que 0s
microtubulos sdo componentes do citoesqueleto e estdo envolvidos em diversos processos
celulares, como a mitose, uma interferéncia em sua dindmica é capaz de induzir a parada do
ciclo celular durante a fase M, incitando um tipo de morte denominado catastrofe mitética.
(ISHIGURO et al., 2008). Além do potencial lesivo, a atuagdo a nivel dos microtubulos também
poderia afetar outra Hallmarks dos processos cancerosos, que é a angiogénese, através da
alteracdo e comprometimento da motilidade das células endoteliais (ISHIGURO et al., 2008).

Geralmente, na maioria dos estudos, esta amplamente estabelecido que as células
tumorais se caracterizam por apresentarem um nivel de EROs intracelular superior em
comparagdo com suas contrapartes normais, originando um ambiente com maior estresse
oxidativo (PERILLO et al., 2020; WANG; MCKENNEY, 2019). Enquanto nos tecidos
cancerosos predominam as alteracdes genéticas, aumento da taxa metabdlica, disfuncéo
mitocondrial e a hipOxia relativa, ao contrario, nas células normais se tém evidenciado niveis
baixos de EROs, regulados pelas diferentes vias antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas.
Assim, é frequente associar que um aumento nos niveis de EROs nas células tumorais, possa
desencadear um desequilibrio REDOX, que comprometa sua viabilidade, considerando que o
contetdo de EROs superior ao pré-existente nas células tumorais as tornam mais sensiveis
aos danos gerados pelas EROs (PERILLO et al., 2020; WANG; MCKENNEY, 2019). As EROs
sdo moléculas altamente reativas que incluem radicais livres como o anion superoéxido, radical
hidroxila, além do peroxido de hidrogénio, um derivado do metabolismo normal do oxigénio.
Estas sdo produzidas maioritariamente nas mitocéndrias pela cadeia de transporte de elétrons
e fosforilagdo oxidativa, mas também podem ser produzidas nos peroxissomos pela (-
oxidagdo de acidos graxos, no reticulo endoplasmatico através da oxidagdo de proteinas e no
citosol pelos sistemas NADPH oxidase (PECHERY et al., 2016; PERILLO et al., 2020).

No geral, é razoavel supor que 0s processos oxidativos poderiam mediar a liberagcédo

de fatores pré-apoptéticos das mitocdndrias. No entanto, em nosso trabalho néo foi
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identificado que [6]-Shogaol induza um aumento do nivel de EROs intracelular. Dessa forma,
foi possivel sugerir que [6]-Shogaol ndo induz a ocorréncia desses eventos no interior das
células e que os eventos subsequentes aos danos celulares exibidos, aparentemente ndo sao
mediados por este mecanismo. Sendo este acontecimento ndo esperado, ja que foi
amplamente relatado por outros estudos que um dos mecanismos chave da citotoxicidade
induzida por [6]-Shogaol deviam-se ao aumento de EROs intracelular, induzindo
consequentemente, o comprometimento da funcionalidade do reticulo endoplasmatico,
ativacdo de caspase e inducdo de apoptose intrinseca (células Jurkat de leucemia humana)
(LIU, Q. et al.,, 2013). Essa relacdo de dependéncia entre o aumento de EROs e o
desencadeamento de um processo apoptético posterior, também foi relatado no estudo de
Yadav et al., (2020), no qual descrevem o papel das EROs na ocorréncia dos eventos
subsequentes da: modulacdo de STAT3, fragmentacdo do DNA, ativacdo da caspase 9,
clivagem de PARP, e inibicdo do crescimento. Ademais, evidenciaram que ap0s o co-
tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC), a ocorréncia dos eventos induzidos por
[6]-Shogaol foi revertida, nos sugerindo que a sequéncia desses acontecimentos finaliza no
processo apoptético e é dependente do aumento de EROs intracelular mediado por [6]-
Shogaol, eventos evidenciados em células de liposarcoma humano (SW872) (YADAV; JANG,
2020). No entanto, [6]-Shogaol ndo s6 induz efeitos pré-oxidantes nas células tumorais, como
também foi reportado em diferentes estudos a caracteristica dicotdbmica que possui este
composto em relagdo & modulagéo de EROs intracelular. No estudo de Chen e colaboradores
(2014), foi descrito que [6]-Shogaol regula positivamente a expresséo e translocagdo ao
ndcleo do fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (Nrf2). Uma vez no ndcleo, Nrf2 regula
a transcricdo de diferentes genes, como o gene que codifica a subunidade catalitica de
glutamato-cisteina ligase (GCLC) e o gene gque codifica a subunidade modificadora de
glutamato-cisteina ligase (GCLM), as quais participam na sintese da glutationa (GSH), o
principal tripeptideo responséavel por reduzir o nivel de EROs intracelular por meio de sua agéo
antioxidante, esta regulacdo parece ser mediada pela inibicdo de Keapl (inibidor da
translocacdo de Nrf2), desencadeada pela modificacdo que causa [6]-Shogaol a varios
residuos de cisteina da proteina Keapl, porém, a ativacdo de Nrf2 também é mediada pelas
vias MAPKs e PI3K / AKT, que aparentemente também sao reguladas por [6]-Shogaol,
eventos identificados em células de carcinoma de co6lon humano HCT-116 (CHEN et al.,
2014). Na realidade, [6]-Shogaol pode induzir diferentes comportamentos no sistema oxido-
reducdo das células, incitando, em alguns casos, efeitos pro-oxidantes e em outros
antioxidantes, porém mais estudos séo necessarios para identificar se alguma alteracao neste
sistema é responsavel ou mediadora dos efeitos citotdxicos observados nas células tumorais
de bexiga MB49.
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Com base nas imagens obtidas no ensaio de condensacéo e fragmentacao nuclear, é
possivel sugerir que um dos mecanismos envolvidos na atividade citotéxica de [6]-Shogaol,
aparentemente sao os danos as estruturas nucleares, evidenciada pela presenca de eventos
de condensacdo de cromatina em torno do envelope nuclear e a fragmentacdo nuclear,
acontecimentos tipicos da apoptose, designados classicamente como morfologia nuclear
apoptotica de estagio | e Il respectivamente (GARCIA-BELINCHON et al., 2015; IGLESIAS-
GUIMARAIS et al., 2013). Segundo o estudo de Iglesias-Guimarais (2013), a morfologia
nuclear apoptotica de estégio Il esta associada a ativagdo do fator de fragmentacéo de DNA
(DFF40 / CAD), uma endonuclease ativada pela caspase-3 que hidrolisa 0 DNA em
fragmentos de tamanho oligonucleossdmico, sendo a atividade catalitica desta endonuclease
necessaria para a ocorréncia da fragmentacao nuclear (IGLESIAS-GUIMARAIS et al., 2013).
De acordo com o estudo de Annamalai e colaboradores (2016), foi relatado que [6]-Shogaol
inibe a proliferacdo das células de cancer de laringe Hep-2 por meio da inducdo de um
processo apoptético mediado por dano mitocondrial dependente de EROs, provocada por
uma série de eventos que envolvem a modulacdo da expressao das proteinas Bcl-2 e Bax,
liberagdo do citocromo-c, ativacdo das caspases 9 e 3, dano oxidativo ao DNA e a
fragmentacao nuclear (ANNAMALAI et al., 2016). No estudo de Li e colaboradores (2017), da
mesma forma, os autores relatam que [6]-Shogaol é capaz de induzir fragmentacdo nuclear
como parte de uma série de efeitos citotoxicos, nas células de cancer de colorretal humano
HT-29, que culminam na morte celular apoptética mediada por caspases. Porém, nesse
estudo [6]-Shogaol também induziu morte celular autofagica (LI; CHIANG, 2017). Levando em
consideracdo estas informacdes, podemos sugerir que 0s acontecimentos de fragmentacao
nuclear evidenciados em nosso estudo, poderiam estar mediados por caspases. No entanto,

analises mais especificas sdo necessarias.

Baseados nos resultados descritos anteriormente e nos diversos estudos que relatam
o potencial pré-apoptético de [6]-Shogaol (BAWADOOD et al., 2020; KIM et al., 2014; LI;
CHIANG, 2017; LIU, Q. et al, 2012), foi analisada qualitativa e quantitativamente a
capacidade de [6]-Shogaol de incitar a ocorréncia deste processo de morte celular nas células
em estudo. Assim, através das imagens obtidas com o auxilio dos fluorocromos, foi possivel
observar os fenotipos associados a eventos de apoptose dependentes da concentragéo,
porém, também foi possivel identificar alguns eventos de necrose na maior concentracdo
testada, resultados que foram validados posteriormente com a citometria de fluxo. Nesta, n&o
s6 foi verificado que [6]-Shogaol induz predominantemente um processo apoptoético, assim
como também se evidenciou que as células tumorais MB49 apresentavam maior sensibilidade
aos efeitos do composto, em relagéo as células ndo tumorais L929. Apesar de ndo ter registro

na literatura de algum estudo que revele os efeitos de [6]-Shogaol em células de cancer de
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bexiga, modelos celulares ou ensaios in vivo, estes resultados concordam com diferentes
estudos que avaliam o potencial pro-apoptético de [6]-Shogaol em outros modelos de
canceres, como o estudo de Liu e colaboradores (2013), no qual descrevem uma relacao
concentracdo-dependente na inducdo da apoptose, apds a exposicéo a [6]-Shogaol por 24
horas em células Jurkat, U937 e HL-60 (células de leucemia humana), além de também
observar um efeito seletivo as células tumorais em relacdo as células mononucleares da
medula 6ssea normal (LIU, Q. et al., 2013). A capacidade de [6]-Shogaol de iniciar o processo
de apoptose em células tumorais, também foi descrito no estudo de Yadav e colaboradores
(2020), no qual relatam que [6]-Shogaol reduziu o nivel de expressao e fosforilagdo do gene
STAT3, um gene que possui um papel crucial na proliferacdo e que é ativado
constitutivamente em diferentes neoplasias. Porém, quando este gene é inibido, induz a
supressdo do crescimento e leva a apoptose, fato que foi confirmado ao realizar seu
silenciamento com siRNA e ao usar um inibidor de pan-caspase, evidenciando a partir desses
acontecimentos que [6]-Shogaol induz apoptose de maneira dependente de caspase e
através da modulacao da expressao e fosforilagdo de STAT3 em células de lipossarcoma
humano (SW872) (YADAV; JANG, 2020).

As imagens obtidas do ensaio com os marcadores fluorescentes AO e PI, além de
apresentar os fenétipos de morte celular apoptética e necrética induzidos por [6]-Shogaol,
mostraram um tipo de estruturas celulares semelhantes a vesiculas de diferentes dimensbes,
sendo o tamanho de algumas delas comparaveis ao do nucleo. Uma das caracteristicas
destacaveis destas estruturas foi que, apesar das células serem expostas a concentracdes
consideradas como nao letais, este evento nao foi isolado, ja que, quando foram replicadas
as mesmas condi¢des do ensaio, a fim de observar melhor estas estruturas, com o auxilio da
coloracao de panoptico rapido, s6 foram visualizadas nas células tumorais (Figura 22C,
Anexos). Dessa forma, foi possivel identificar que essas estruturas se assemelhavam a
vacuolos e que seu contetdo nao era o suficientemente acido para sequestrar ao fluorocromo
AO e, descartando assim, a possibilidade de que fossem lisossomos ou autofagolisossomos.
Baseados em todas as caracteristicas identificadas, € possivel sugerir que estes eventos
poderiam ser resultado de um processo de vacuolizacdo citoplasmética denominado

macropinocitose.

A macropinocitose é uma via de endocitose inespecifica, que se caracteriza pela
internalizacdo em macropinossomas, de grandes quantidades de fluido extracelular, que inclui
uma diversa gama de moléculas presentes na mesma, como nutrientes, fragmentos de
membrana plasmatica e antigenos (LIN; MINTERN; GLEESON, 2020). Esta via endocitica é
parte de diferentes processos fisiolégicos, como apresentacdo antigénica, deteccdo e

endocitose de nutrientes em periodos de inanicao, reciclagem de proteinas, sinalizacao e
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migracado (LIN et al., 2020). No entanto, a macropinocitose também é capaz de induzir morte
celular por um processo desregulado de vacuolizacdo excessiva e trafego disfuncional
denominado metuose, o qual é um fendtipo de morte celular ndo apoptética, caracterizado
pela acumulacdo de macropinossomas no citoplasma, que induz a perda da capacidade
metabdlica e da integridade da membrana plasmatica (HA; BIDLINGMAIER; LIU, 2016;
MALTESE; OVERMEYER, 2014). Nossas descobertas também séo concordantes em certo
grau com a revisao de Golstein e colaboradores (2007), na qual relataram a existéncia de um
modelo de morte celular associada a vacuolizacdo que nao esta relacionado a autofagia em
células de glioblastoma U251, onde foram observados um acumulo de vacuolos que excluem
o marcador de autofagia LC3 (GOLSTEIN; KROEMER, 2007). A partir destas informacdes, é
possivel sugerir que os eventos de vacuolizacdo observados corresponderiam a um processo
de macropinocitose, possivelmente induzido por danos e estresse incitados por [6]-Shogaol.

Porém é necessario a realizacdo de outros ensaios para confirmar esta hipotese.

Considerando o processo de migragcdo celular, foi evidenciado que [6]-Shogaol
aparentemente ndo inibiu a migragdo das células MB49, em nenhuma das concentragdes
testadas, conforme a semelhanga dos perfis de migragéo das células expostas a [6]-Shogaol
e as células controle. Segundo estas avaliages, é possivel indicar que [6]-Shogaol parece
nao apresentar uma atividade anti-migratéria neste modelo celular, porém, ndo descartamos
que o composto induza este tipo de atividade em outro modelo celular de cancer de bexiga.
No entanto, a utilizacdo desta linhagem celular para este tipo de avaliacdo é comum, ja que
apesar de nao evidenciar eventos migratérios proeminentes nas células controle, a migracao
evidenciada é suficiente para avaliar possiveis potenciais anti-migratérios provocados pelos

tratamentos em estudo.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho identificou o efeito citotoxico e pré-apoptético do composto [6]-

Shogaol em células tumorais de cancer de bexiga.

[6]-Shogaol apresentou efeitos citotoxicos semelhantes na inibicdo metabdlica das
células tumorais de bexiga MB49 em relacdo aos fibroblastos ndo tumorais L929, e mostrou
que os efeitos citotdxicos do composto sdo capazes de modificar a morfologia dessas células.
Também inibiu a capacidade clonégenica de formacédo de colbnias das células tumorais, além
de apresentar um efeito citostatico que alterou o processo de divisao celular tipico das células
tumorais. O composto [6]-Shogaol também foi capaz de induzir eventos de fragmentacao
nuclear que possivelmente foram promotores da apoptose induzida por este composto.
Porém, observamos que a via néo foi incitada por uma producdo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio. Também nao se identificou a existéncia de um potencial anti-migratério

induzido por [6]-Shogaol.

Esses resultados mostram que o [6]-Shogaol possui potencial como um novo alvo de
pesquisa direcionado na procura de agentes terapéuticos para os tratamentos do cancer de
bexiga. Entretanto, mais estudos precisam ser realizados com a finalidade de confirmar e
investigar as vias envolvidas nos efeitos de citotoxicidade evidenciados e, partir desses
resultados complementares plantear combinagfes com outros agentes terapéuticos usados
nos regimes de tratamento do cancer de bexiga, para melhorar sua eficacia e seu perfil de

seguranca, e assim, posteriormente verificar seus efeitos em modelos animais, in vivo.

Alteracdo na proliferacdo
celular

nuclear

Corpos
apoptéticos —

Cancer de bexiga

Figura 18. Resumo da atuacgao de [6]-Shogaol nas células de cancer de bexiga murino MB49 in vitro.
[6]-Shogaol induziu a morte celular apoptética, a qual foi mediada pela fragmentacao nuclear em
ensaios in vitro. Também apresentou um potencial citostatico mediado por uma alteracdo no processo
de divisdo celular e aparentemente incitou eventos de macropinocitose em ensaios in vitro. Fonte:
Autor (2021), realizado com o auxilio de Biorender.
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Figura 19. Efeito do [6]-Shogaol sobre a viabilidade das células MB49 e L929. (A, B) Células MB49 e
L929 expostas a diferentes concentracbes de [6]-Shogaol durante 24 horas. (C, D) Células MB49 e
L929 expostas a diferentes concentracdes de [6]-Shogaol durante 48 horas. Os dados dos gréaficos B
e C foram considerados como paramétricos e foram apresentados como a média + DP, no entanto, os
dados dos gréaficos A e D como ndo paramétricos e foram apresentados como a mediana e 1C95%,
correspondentes a trés experimentos independentes (n=4). A andlise estatistica para os dados
paramétricos foi realizada pelo teste One-way ANOVA e pos-teste de Dunnett, no caso dos dados nao
paramétricos se utilizo o teste Kruskal-Wallis e o p6s-teste de Dunn’s, sendo * p < 0,05; *x p < 0,01; *
*xp < 0,001; *+xx p < 0,0001. Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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Figura 20. Efeito das diferentes concentracdes de [6]-Shogaol na morfologia e aderéncia das células
MB49. Células MB49 foram tratadas com as concentracdes indicadas de [6]-Shogaol e as alteragGes
morfolégicas e o desprendimento celular foram visualizadas desde as primeiras horas ap6s a exposicédo
ao tratamento. As imagens capturadas (aumento 400x) correspondem a uma replicata representativa
de trés experimentos independentes (n = 4). As setas indicam as alteragbes morfolégicas e de
aderéncia promovidas pelo composto [6]-Shogaol in vitro. Barra de escala = 20 um. Fonte: Arquivo
pessoal (2021).
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Figura 21. Efeito das diferentes concentracdes de [6]-Shogaol na morfologia e aderéncia das células
L929. Células L929 foram tratadas com as concentracdes indicadas de [6]-Shogaol e as alteracGes
morfolégicas e o desprendimento celular foram visualizados desde as primeiras horas apds a exposicao
ao tratamento. As imagens capturadas (aumento 400x) correspondem a uma replicata representativa
de trés experimentos independentes (n = 4). As setas indicam as alteracdes morfologicas e de
aderéncia promovidas pelo composto [6]-Shogaol in vitro. Barra de escala = 20 um. Fonte: Arquivo
pessoal (2021).
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Figura 22. Efeito das diferentes concentra¢ces de [6]-Shogaol na morfologia e viabilidade das células
MB49 e L929 pelo ensaio de coloracdo com panéptico rapido. Células MB49 e L929 tratadas por 12
horas com [6]-Shogaol em diferentes concentragfes, posteriormente foram coradas com pandptico
rapido e as imagens correspondem a uma replicata representativa de um experimento independente
(n=4). Capturadas com o auxilio de uma camera fotografica acoplada a um microscoépio invertido
(400x). (A) grupo controle de células MB49 viaveis; (B) células MB49 tratadas com 15,625 uM de [6]-
Shogaol; (C) células MB49 tratadas com 31,25 uM de [6]-Shogaol, as setas indicam estruturas celulares
de diferentes dimensfes que poderiam associar-se com eventos de vacuolizagdo citoplasmatica
induzidas pelo estresse gerado por [6]-Shogaol; (D) células MB49 tratadas com 62,5 uM de [6]-Shogaol;
(E) células MB49 tratadas com 125 uM de [6]-Shogaol; (F) células MB49 tratadas com 100 uM de
camptotecina; (G) grupo controle de células L929 viaveis; (H) células L929 tratadas com 15,625 uM de
[6]-Shogaol; (I) células L929 tratadas com 31,25 uM de [6]-Shogaol (J) células MB49 tratadas com 62,5
UM de [6]-Shogaol; (K) células MB49 tratadas com 125 uM de [6]-Shogaol; (L) células MB49 tratadas
com 100 puM de camptotecina. Barra de escala: 50 e 20 pm. Fonte: Arquivo pessoal (2021).



