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RESUMO

Neste trabalho, descrevemos um derivado semissintético do [6]-gingerol chamado de
SSi6, que induz efeitos citotoxicos sobre a linhagem tumoral de mama MDA-MB-231,
mostrando uma maior seletividade para estas células, quando comparado a linhagem néo
tumoral MCF-10A, além disso, foi determinado que a substancia provoca a indugéo de
autofagia e apoptose nas células tumorais, com efeitos menos pronunciados nas células
ndo tumorais. A coexisténcia de ambos eventos (autofagia e apoptose) foi demonstrada
através de citometria de fluxo, que evidenciou o aumento da porcentagem de células
apoptoticas ap0s 24 horas de tratamento, estes resultados também foram confirmados pela
andlise da expressdo génica e proteica da caspase-3 utilizando PCR em tempo real e
western blotting respectivamente. A inducdo da autofagia nas células tratadas com SSi6
foi comprovada através dos ensaios de deteccdo das organelas vesiculares acidas (AVOs)
e a expressao dos genes que codificam para as proteinas associadas a microtubulos LC3-
I e Il permitindo quantificar a abundancia de autofagossomos nas células MDA-MB-231.
Desta forma, esses resultados indicam que o SSi6 tem potencial para induzir autofagia e
apoptose, além de possuir propriedades antitumorais e antimetastasicas nas células
tumorais de mama MDA-MB-231.

Palavras chaves: cancer de mama, atividade antitumoral, autofagia e apoptose,

compostos do gengibre, produtos naturais.
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ABSTRACT

In this work, we describe a semisynthetic derivative of [6]-gingerol called SSi6, which
induces cytotoxic effects on the MDA-MB-231 breast tumor, showing a greater
selectivity for these cells when compared to the non-tumor MCF-10A , In addition, the
substance was determined to induce autophagy and apoptosis in tumor cells, with less
pronounced effects on non-tumor cells. The coexistence of both events (autophagy and
apoptosis) was demonstrated by flow cytometry, which evidenced an increase in the
percentage of apoptotic cells after 24 hours of treatment, these results were also confirmed
by the analysis of the gene and protein expression of caspase-3 using Real-time PCR and
western blotting respectively. Induction of autophagy in SSi6-treated cells has been
demonstrated through acid vesicle organelle (AVOSs) detection assays and the expression
of genes encoding the LC3-1 and Il microtubule-associated proteins to quantify the
abundance of autophagosomes in MDA-MB-231 cells. Thus, these results indicate that
SSi6 has the potential to induce autophagy and apoptosis, as well as antitumor and
antimetastatic properties in MDA-MB-231 breast tumor cells.

Keywords: breast cancer, antitumor activity, apoptosis and autophagy, ginger

compounds, natural products.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer

Na atualidade o céncer é uma das principais causas de morbidade e
mortalidade no mundo, precedido somente pelas doencas cardiovasculares (OMS, 2014).
Apesar dos avangos terapéuticos na area, 0 nimero de novos casos aumentou em
aproximadamente 70% nos ultimos 20 anos (OMS, 2014). Durante 0 ano 2012, um estudo
realizado pelo projeto Globocan/IARC (International Agency for Research on Cancer),
determinou gque dos 14 milhGes de novos casos de cancer, mais de 60% sdo de paises em
desenvolvimento e 70% das mortalidades constatadas (8 milhdes de dbitos) também
ocorreram nesses paises (AICR, 2008; COLEMAN et al., 2008; INCA, 2016). Portanto,
caso medidas preventivas ndo forem amplamente aplicadas e formas mais eficazes de
tratamento ndo sejam desenvolvidas, os casos de cancer continuardo aumentando e
causando mortes tanto em paises em desenvolvimento e em paises desenvolvidos.

O termo cancer € descrito como um conjunto de mais de 100 tipos
diferentes de doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células anormais
com potencial invasivo (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011). Sua origem se da por
condigdes multifatoriais, esses fatores causais podem agir em conjunto ou em sequéncia
para iniciar ou promover o cancer (carcinogénese) (ROBLES ALMENTA,; ITARTE,
2014). Aproximadamente 30% da mortalidade por cancer ocorre devido a fatores de risco
como habitos de vida e dieta. O consumo de tabaco e alcool, indice de massa corporal
elevado, consumo reduzido de frutas e verduras, inatividade fisica e algumas infecgdes
cronicas sao fatores de risco para o cancer, sendo significativos em paises com renda
baixa e média (IARC, 2012) (Figura 1). As abordagens orientadas para enfrentar esse
problema de salude publica sdo necessariamente maultiplas, incluindo: acdes de educacao
para satde em todos os niveis da sociedade, prevencao orientada para individuos e grupos,
geracgdo de opinido publica, apoio e estimulo a formulacdo de legislacdo especifica para
o0 enfrentamento de fatores de risco relacionados & doenca e o fortalecimento de a¢cdes em
escolas e ambientes de trabalho (LACEY et al., 2009).

No Brasil, a estimativa para os anos de 2016 e 2017, é de aproximadamente
600 mil novos casos de cancer (esta cifra ndo inclui os casos de cancer de pele néo-
melanoma) (INCA, 2016). Estudos epidemioldgicos mostram que o cancer de prdstata
em homens e de mama em mulheres serdo os mais frequentes na populagéo, com valores
de 61 e 58 mil de novos casos. Outros tipos de cancer comuns na populagdo masculina

serdo pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Nas
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mulheres, o cancer de intestino (8,6%), colo do Utero (7,9%), pulméo (5,3%) e estbmago
(3,7%) figuraréo entre os principais (Tabela 1) (AICR, 2008; INCA, 2016).

Figura 1 - Principais causas de cancer. *

Outras 1%

Poluigdo 2%

[ Medicamentos 2%

[— Raios UV 2%

Alcool 3%

Obesidade e falta de exercicio 5%

Alimentag¢do f ¢ e————— |nfecgdo 5%
30%

Tabagismo
30%

*Extraido de (CANCER, 2011; 1ARC, 2012).

Tabela 1 — As dez principais causas de morte por cancer no Brasil segundo o0 sexo. Com exce¢ao
do cancer pele de tipo ndo melanoma. *

Localizacao Primaria Casos % Localizacao Primaria Casos %

Prostata 61.200 28,6% Mama feminina 57.960 28,1%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8.1% Calon e Reto 17.620 8.6%

Calon e Reto 16.660 7.8% Colo do utero 16.340 7.9%

Estomago 12.920 6.0% Traqueia, Bronquio e Pumao ~ 10.890 5.3%

Cavidade Oral 11.140 5.2% Estomago 7.600 3.7%

Esofago 7.950 3.7% Corpo do utero 6.950 34%

Bexiga 7.200 3.4% Ovario 6.150 3.0%

Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2.9%

Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 24%

Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Extraido e modificado de (INCA, 2016).

1.2 Epidemiologia do cancer de mama

O cancer de mama é o mais prevalente em mulheres em todo 0 mundo.
Para 0 ano 2012, aconteceram 1,67 milhdes de novos casos em nivel mundial, sendo
responsavel por 25% de todos os tipos de cancer diagnosticados nas mulheres. Neste
mesmo ano foram considerados 500 mil mortes por cancer de mama nas mulheres, o que

corresponde a 15% de todos os Gbitos por cancer no sexo feminino, devido a isto, é
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considerada a segunda causa de morte por cancer nos paises desenvolvidos, somente atras
do cancer de pulmdo (INCA, 2016). As estimativas no Brasil, para os anos 2016/2017,
indicam que s&@o esperados aproximadamente 58.000 novos casos de cancer de mama,
com um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (CANCER, 2011).

Diversos fatores de risco sdo conhecidos para o cancer de mama, porém,
na maioria das mulheres afetadas ndo é possivel identificar os fatores de risco especificos
(BLACK et al., 1997). Alguns fatores conhecidos envolvidos sdo: envelhecimento,
fatores relacionados a vida reprodutiva da mulher (menopausa tardia e idade média dos
primeiros partos), histéria familiar de cancer de mama, consumo intenso de bebidas
alcodlicas, sobrepeso/obesidade, sedentarismo, além de alteracbes e mutacdes em genes
supressores de tumores como 0 BRCAL, BRCA2 e P53, os quais estdo relacionados a
morte celular programada por apoptose (PARKIN, 2001). Mutacdes neste ultimo gene
sdo encontradas em torno de 40% de todos os canceres de mama (AAS et al., 1996;
ESTEVES et al., 2009; NAROD et al., 2002).

O céncer de mama pode se iniciar em diversas areas da mama, como nos
ductos, l6bulos e em alguns casos no tecido intermediario (YANG, J. et al., 2016). A
maioria é do tipo carcinoma, um cancer que se inicia nas células epiteliais que revestem
os tecidos da mama. Um subtipo do céancer carcinoma que é muito frequente nas
mulheres, € o adenocarcinoma, que tem sua origem em células que constituem o
revestimento de glandulas de secrecdo externa (glandulas do leite, 16bulos da mama).
Como este cancer é originado em células que estdo em continua divisao celular, apresenta
0 maior risco de mutacdes (WEIGELT; REIS-FILHO, 2009). Outros tipos de cancer que
ocorrem com menos frequéncia na mama, sdo 0s sarcomas, que podem se iniciar nas

células musculares, adipdcitos ou no tecido conjuntivo (RAMALHO et al., 2016).

1.3 Classificacdo molecular do cancer de mama

Os carcinomas de mama representam um grupo de tumores que
apresentam alta heterogeneidade clinica, morfoldgica e bioldgica. Tumores mamarios
com histologia e clinica semelhantes podem apresentar diferentes progndsticos e
diferentes respostas terapéuticas (STRICKER; BROWN, 2017). Essas diferengas séo
justificadas pela existéncia de diversos subtipos moleculares do carcinoma de mama. Essa
complexidade torna dificil a definigdo de condutas clinicas, podendo por vezes propiciar
tratamentos inadequados. Nos ultimos anos, a tecnologia de microarranjos de DNA

permitiu a analise paralela de mais de 8 mil genes, correlacionando perfis de expressao
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génica dos canceres de mama com a evolucdo clinica dos pacientes e com as respostas as
terapias utilizadas (YEO et al., 2017) .

Panéis imunoistoquimicos tem sido propostos, identificando-se diferentes
subtipos moleculares (CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009; ZEPEDA-CASTILLA et
al., 2008). O subtipo luminal A é o que apresenta o melhor progndstico, ja que séo
tumores que sdo positivos (na sua maioria) para o receptor de estrogénio (ER+) e
apresentam baixo grau histologico (SOTIRIOU et al., 2003). Por outro lado, os tumores
luminais B sdo positivos para receptores hormonais (ER+, PR+ “receptor de
progesterona”) e se caracterizam por expressarem baixos niveis de receptores do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2+) e maior taxa de proliferagdo, sendo na maioria
das vezes de alto grau histologico (SGRLIE et al., 2003). O subtipo que super expressa 0
HER2, como o préprio nome indica, possui elevada expressdo do oncogene HER2, porém
apresenta negatividade para receptores hormonais (CIANFROCCA; GOLDSTEIN,
2004). Esse subgrupo possui uma elevada taxa de recorréncia, entretanto se beneficia de
terapias alvo especificas, tais como a herceptina, um anticorpo especifico para HER2. Por
outro lado, o subtipo basal triplo negativo (TN), apresenta auséncia de imunomarcacgéo
tanto para os receptores hormonais (ER-, PR-) quanto para a superexpressao do HER2,
portanto, torna-se o subtipo de cancer mais agressivo e consequentemente o que possui 0
pior prognostico (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004). Por conseguinte, os tratamentos
tradicionais como a terapia hormonal (tamoxifeno e inibidores da aromatase) e farmacos
dirigidos contra 0 HER2 ndo sdo eficazes (IRVIN; CAREY, 2008). Dependendo do
estagio de seu diagnostico, o cancer de mama triplo negativo (CMTN) pode ser
particularmente mais invasivo e com maior probabilidade de recorréncia do que os outros
subtipos de cancer de mama (NARAYANAN; DALTON, 2016).

Devido a grande heterogeneidade do cancer de mama, o desenvolvimento
de farmacos antitumorais € um dos maiores desafios da area. Os medicamentos
quimioterapicos ideais devem agir seletivamente para matar ou inibir o crescimento das
células neoplésicas, deixando as células normais intactas (BOYD; PAULL, 1995).
Atualmente a maioria desses medicamentos antitumorais ocasionam graves danos no
DNA, tanto nas células tumorais, como também nas celulas normais, provocando diversos
efeitos colaterais associados a terapia. Estas particularidades impdem um grande desafio
para o desenvolvimento de novos farmacos antitumorais, a qual é uma tarefa dificil e

complexa, mas indispensavel.
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1.4 Processo de metastase

O papel da disseminacdo dos tumores solidos provoca de maneira direta
ou indireta a maioria das mortes (90%) relacionadas com o cancer (HUSEMANN et al.,
2008; PERRET; CREPIN, 2008). A metéstase é consequéncia de interacdes entre as
células tumorais e seu ambiente. Essa interacdo faz com que as células tumorais sejam
capazes de evadir a vigilancia imunoldgica, ativar a angiogénese e a invasao, além de dar
suporte a resisténcia terapéutica (JOYCE; POLLARD, 2009; RELATION; DOMINICI;
HORWITZ, 2017). Muitas pesquisas tem como objetivo elucidar os aspectos biologicos
e genéticos que contribuem a difusdo das células tumorais para tecidos adjacentes. Estas
pesquisas recentemente determinaram que a difusdo das células neoplasicas se devem a
fendmenos de cooperacdo das moléculas na adesdo celular, degradacdo da matriz
extracelular (MEC) pelas proteases e pela vascularizacdo tumoral (angiogénese)
(CLARK; VIGNJEVIC, 2015; TANABE; LIST, 2017). Os constituintes da MEC
cooperam diretamente ou indiretamente no processo de metastase, pelo fato de conter
componentes moduladores de adesdo, proliferacdo e migracéo celular. Adicionalmente, a
MEC pode regular o comportamento celular por meio de varios mecanismos: primeiro,
através da composicdo de suas proteinas em um determinado tecido e segundo, por
interacOes sinérgicas entre fatores de crescimento e moléculas de adesdo (ERDOGAN;
WEBB, 2017). Neste contexto, a Figura 2 mostra a cascata metastatica, onde pode ser
observada a proliferacdo celular para formar uma massa tumoral primaria até a formacéo
do tumor secundario no érgdo alvo. No tumor primario ocorre a formacao de novos vasos
sanguineos (vascularizacao tumoral) para prover os nutrientes que o tumor necessita para
crescer, processo conhecido como angiogénese (SHRIHARI, 2017). As células tumorais
possuem a caracteristica de se dividir para promover a invasdo celular, nesta etapa, as
células neoplasicas atravessam duas estruturas importantes que sdo a membrana basal e
0 estroma intersticial, que por meio da secrecdo de uma variedade de enzimas
proteoliticas (proteases-metaloproteinases) degradam a MEC (FODA; ZUCKER, 2001;
STEEG, 2016). Estas enzimas sdo produzidas por varios tipos de células como as
tumorais, células do estroma e por alguns tipos de leucocitos, que formam o
microambiente tumoral e que sdo capazes de provocar a proteolise da MEC e de cada um
de seus componentes, acentuando ainda mais o processo de invasdo celular. Como
resultado deste processo, ocorre a dissemina¢do massiva de células tumorais pela corrente

sanguinea para locais determinados, onde as células aderem ao endotélio vascular do
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orgao alvo e proliferam, formando o tumor secundario ou metastases (NGUYEN; BOS;
MASSAGUE, 2009; STEEG, 2016).

Figura 2 - Processo de metéstase. A colonizagdo metastatica representa a interagdo entre as
células tumorais e seu microambiente. Os passos basicos deste processo incluem a progressao do
tumor priméario, que permite a invasdo das células tumorais através dos vasos linfaticos ou
sanguineos até 6rgdos adjacentes ou distantes, formando as metéstases. *

Tumor primério Macréfago Metastase
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Invasao do i{,)\} o> [
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apos a invasao pela matriz extracelular
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*Extraido e Modificado de (REYMOND; D'AGUA; RIDLEY, 2013).

1.4.1 Transicao epitelial-mesenquimal associada a progressao

tumoral e metastase

A transicdo epitelial-mesenquimal (TEM), é um processo biolégico no
qual as células epiteliais polarizadas que normalmente interagem com membrana basal,
perdem a sua organizacdo e juncdes intercelulares, o que permite adquirir um fendétipo
mesenquimal (podem se diferenciar em uma variedade de tipos de células) (KALLURI;
ZEISBERG, 2006). A TEM ¢é essencial para varios processos de desenvolvimento,
incluindo a formacao de mesoderma e tubo neural, além de participar na cicatrizacdo de
feridas e principalmente no inicio da metastase para a progressao tumoral. Esse processo
comeca com a perda da polaridade apical basal, acompanhado da diminui¢ao da expressédo
de claudinas e ocludinas (proteinas transmembranares, importantes na jungdes oclusivas)
(RADISKY, 2005). Proteinas de superficie como a E-caderina e integrinas, que mediam

as conexdes entre as células vizinhas e a membrana basal sdo substituidas por N-caderina
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e integrinas, que induzem a celulas a fazer conexdes e unibes transitorias, adquirindo

finalmente o fendtipo mesenquimal (vide Figura 3).

Figura 3 - Processo de transicao epitelial mesenquimal. Processo pelo qual as células epiteliais
perdem sua polaridade celular e adesdo célula-célula, e ganham propriedades migratorias e
invasivas para se tornar células-tronco mesenquimais. A TEM é essencial para varios processos
de desenvolvimento, além de ser fundamental no inicio da metéstase para a progressdo do cancer.

*
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*Extraido e modificado (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014).

Na sua fase inicial, os carcinomas sdo caracterizados por um aumento da
proliferacdo de células epiteliais e da angiogénese. A aparicdo subsequente do processo
de invasdo celular ocorre na fase final do processo, levando eventualmente a
disseminacdo metastatica (KALLURI; ZEISBERG, 2006). As alteracdes genéticas e
epigenéticas que sofrem as células tumorais durante a formagdo do tumor primario,
provocam que essas células respondam as sinais indutoras de TEM, que vém do estroma
associado ao tumor. Alguns fatores de crescimento (TGF-P e EGF) e seus receptores, que
sdo moléculas relacionadas com a MEC e vérias vias de sinalizacdo celular, sdo
importantes para que o processo de TEM seja iniciado (KALLURI; WEINBERG, 2010).
O regulamento molecular da TEM é muito complexo, pois envolvem um grande nimero
de vias de sinalizacdo que agem de forma independente ou interligadas, a maioria destas
vias convergem no controle da expressdao de E-caderina, cuja regulacdo é de vital
importancia neste processo, pois leva a perda de junc¢des intercelulares e desestabilizacdo
da arquitetura epitelial (TIWARI et al., 2012).

1.5 Morte celular programada

A morte celular programada (MCP) é um processo ativo que inclui uma
série de sinais que levam & morte das células (LEIST; JAATTELA, 2001). Diferentes
doencas, lesdes e infecdes podem influenciar para que este processo seja ativado. A MCP

foi classificada em varios tipos, sendo caracterizada pela morfologia celular durante o
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processo de morte. Encontra-se descritos diversos tipos de morte celular (KROEMER, G
et al., 2009; OUYANG et al., 2012), sendo os trés principais, a apoptose (morte celular
tipo 1), autofagia (morte celular tipo IlI) e a necrose (morte celular tipo IlI)
(GODLEWSKI; KOBYLINSKA, 2016; SHAKERI; KHEIROLLAHI; DAVOODI,
2017).

A apoptose € um processo essencial para a manutencdo do
desenvolvimento dos seres vivos, importante para eliminar as células que ja ndo séo
necessarias ou que estao defeituosas (ELMORE, 2007). Durante a apoptose, a célula sofre
alteracdes morfologicas caracteristicas. A primeira caracteristica € a condensacdo da
cromatina que se concentra junto & membrana nuclear, esta Ultima ndo sofre nenhuma
alteracdo. Em seguida, a membrana celular forma prolongamentos denominados blebs e
0 nucleo se desintegra em pequenos fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os
prolongamentos da membrana celular aumentam de nimero e tamanho e se rompem,
originando estruturas contendo material celular. Estas porcdes celulares envoltas por
membrana sdo denominadas corpos apoptéticos, que por sua vez sdo fagocitados por
macrofagos e eliminados sem causar um processo inflamatério. Outra caracteristica muito
importante da morte por apoptose é a fragmentacdo do DNA, a qual possui um padrdo
caracteristico, devido a acdo de uma endonuclease que gera fragmentos de DNA de
tamanhos variaveis, mas sempre multiplos de 200 pares de bases (ONDROUSKOVA,;
VOJTESEK, 2014).

Um grupo de proteases que participam deste processo de morte sdo as
caspases (cysteine-dependent aspartate specific proteases), que reconhecem e clivam
substratos que possuem residuos de aspartato (RIEDL; SHI, 2004). Estas proteases estao
diretamente envolvidas nas vias de sinalizacdo da apoptose, levando a condensacédo e
fragmentacdo nuclear, externalizando fosfolipidios de membrana que irdo sinalizar para
que estas células sejam fagocitadas pelos macréfagos.

Diferentes fatores podem desencadear a apoptose, entre eles: ligacdo de
moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo, choque térmico,
estresse oxidativo e baixa quantidade de nutrientes (PORTT et al., 2011). A ativagdo da
apoptose € iniciada por duas vias diferentes: pela via extrinseca ou pela via intrinseca
(Figura 4). A via extrinseca € promovida pela ligacdo de ligantes especificos aos
receptores de morte celular de superficie, como o receptor do fator de necrose tumoral
(rTNF) e TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Os membros da familia rTNF
possuem um dominio extracelular rico em cisteina, o qual permite que eles reconhecam

seus ligantes (FULDA; DEBATIN, 2006). Quando os receptores de morte reconhecem
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um ligante especifico, seus dominios intracelulares interagem com a FADD (fas-
associated death domain), essa molécula tem a capacidade de recrutar a pro-caspase-8
(caspase inativa). Devido a unido dessas moléculas, ha a formacdo de um complexo
denominado DISC (Death-Inducing Signalig Complex), que ativa a pro-caspase-8, que
imediatamente ativa a caspase-3, executando assim a morte por apoptose.

Figura 4 - Vias de sinalizacdo da apoptose. Muitas sdo as moléculas envolvidas no controle das
vias de ativacdo da apoptose, dentre estas, as proteinas antiapoptéticas e pré-apoptéticas, além

das caspases. Esse fendmeno bioldgico, além de desempenhar um papel importante no controle
de diversos processos Vvitais, estd associado a inimeras doencgas, como o cancer. *
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Por outro lado, a morte celular pela via intrinseca é ativada por estresse
intracelular ou extracelular, como a deprivacao de fatores de crescimento, danos no DNA,
hipdxia, medicamentos citotoxicos e ativacdo de oncogenes, entre outros sinais. Como
resposta a esse estresse, essas sinais dirigem-se principalmente para a mitocondria, o que
ocasiona a perda da permeabilidade mitocondrial e consequentemente a liberacdo de
moléculas pro-apoptoticas para o citoplasma (HENGARTNER, 2000). A liberacdo de
moléculas pela mitocéndria, leva a perda da homeostasia celular, interrompendo a sintese

de ATP e aumentando a producéo de espécies reativas do oxigénio (ERQOS), isto provoca
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a oxidacdo de lipidios, proteinas e acidos nucleicos, aumentando o colapso da membrana
mitocondrial (GREEN; KROEMER, 2004). Consequentemente, ocorre a liberacdo do
citocromo c, que ao interagir com a APAF-1 (Apoptosis protease-activating factor-1) e a
pré-caspase-9, formam um complexo chamado de apoptossomo. Este complexo promove
a clivagem da pro-caspase-9 (forma inativa), ativando-a (caspase-9). Uma vez ativa a
caspase-9, ativa a caspase-3, que € a responsavel pela morte celular (RUPNARAIN et al.,
2004).

O segundo tipo mais comum de morte celular é a autofagia. Relatos
recentes sugerem que este processo desempenha um papel importante na determinacéo
do destino da célula (CHEN, S. et al., 2010; MARINO et al., 2014). Neste processo, as
células ndo apresentam condensacdo da cromatina e ha um aumento excessivo de
vesiculas autofagicas (vacuolizacdo) no citoplasma (HE; KLIONSKY, 2009),
concomitantemente, acontece a digestdo de partes da célula, desde agregados de
proteinas, como também de organelas danificadas (mitocdndrias, ribossomos, entre
outras) (GALLUZZI et al., 2012b). Nas trés subsec¢des seguintes, sera explicado com mais
detalhe o processo autofagico, ja que € um processo chave no entendimento do tipo de
processo/morte causado pela substancia sob estudo nesta dissertagéo.

Na necrose, as células caracterizam-se pelo inchaco das organelas e a
formagéo de espagos no citoplasma, portanto, diferente da apoptose, neste processo néo
h& condensacdo da cromatina, o que origina uma degradacdo massiva da membrana
plasmatica, liberando-se todo o contetdo intracelular e provocando uma resposta
inflamatoria local (SINHA et al.,, 2002). Neste sentido, espera-se que farmacos
antitumorais, induzam preferencialmente a morte celular por apoptose ou autofagia, visto
que estes dois processos ndo estimulam a ativacéo do sistema imune (HAMAI; BOTTI;
CODOGNO, 2016).

1.5.1 Autofagia

A apoptose é amplamente estudada como uma resposta celular ao dano do
DNA, porém, relatos recentes sugerem que a autofagia desempenha um papel importante
na determinacdo do destino (sobrevivéncia ou morte) da célula (LEI et al., 2017). A
autofagia assumiu um papel importante nas pesquisas sobre 0s processos de morte celular.
Esta importancia surgiu devido as caracteristicas morfologicas das células autofagicas,
como por exemplo, o aumento significativo de vacuolos autofagicos citoplasmaticos, tal
caracteristica, foi observada por microscopia eletronica de transmissdo (MET). Desta

forma, foi possivel observar que este tipo de morte ocorre na auséncia de condensagéo da
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cromatina, acompanhada principalmente pelo aumento significativo de vacuolos
autofagicos no interior das células (GOMES; VESSONI; MENCK, 2016).

O termo autofagia ¢ derivado do grego “auto” (auto) e “fagia” (comer), e
faz referéncia ao mecanismo de degradacdo lisossémica essencial para a sobrevivéncia,
desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase celular (BADADANI, 2012;
BAEHRECKE, 2005). A morte celular por autofagia € um processo em que a célula
manifesta e desencadeia uma extensa formacdo de vesiculas no citoplasma, digerindo
partes da celula, desde agregados de proteinas até organelas danificadas (GALLUZZ]I et
al., 2012a; REBECCA; AMARAVADI, 2016). Este tipo de morte desempenha um papel
fundamental em diversos mecanismos fisioldgicos, como o crescimento celular e a
imunidade inata, e também em mecanismos patolégicos, como as doengas
cardiovasculares e neurodegenerativas e distintos tipos de cancer (RAVIKUMAR et al.,
2010).

Estudos recentes determinaram que 0s processos autofagicos sao
altamente conservados e complexos nas células eucariotas o que permite reciclar parte de
seu citoplasma para posterior degradacao no lisossomo (CARDOSO et al., 2010). Este
processo inicia como um mecanismo de sobrevivéncia celular, intentando resistir a
diversas situagOes adversas (falta de nutrientes e excesso de radicais livres “estresse
oxidativo”). Caso a célula ndo consiga superar todas essas condi¢des adversas, 0 processo
autofagico continua até provocar a perda da viabilidade celular, ocasionando finalmente
a morte das células (MEJIAS-PENA et al., 2017; REBECCA; AMARAVADI, 2016).

1.5.2 Mecanismos moleculares da autofagia

Os mecanismos moleculares da autofagia foram preservados ao longo do
tempo, existindo nos genes de diversos organismos. Incialmente tais mecanismos foram
descritos e estudados em leveduras, o que permitiu identificar um conjunto de genes
denominados Atg (Autophagy related genes), os quais estdo envolvidos em cada uma das
etapas relacionadas aos mecanismos moleculares da autofagia (STROMHAUG et al.,
2004). Estes genes codificam para proteinas que apresentam diversas funcdes na
autofagia e estdo implicadas principalmente no sistema de conjugacéo da ubiquitina e na
formacdo dos autofagossomos, estes ultimos sdo vesiculas de dupla membrana que
capturam material citoplasmatico e o transportam até os compartimentos azidicos
(lisossomos) da célula, para ser finalmente degradados (KLIONSKY, 2005).

A autofagia ocorre nas seguintes etapas sequenciais: indu¢éo ou iniciagéo,

alongamento e maturacdo (vide Figura 5).
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Inducao/iniciacao

A iniciacdo da autofagia engloba a formacdo de uma estrutura inicial
chamada de fagoforo (dupla membrana lipidica de isolamento). A ac&o conjunta de um
complexo proteico formado pelas proteinas Beclina-1 e VPS34 (LINDMO;
STENMARK, 2006), permite a nucleacao deste fagoforo, que consequentemente leva a
formacéo do sitio de montagem do fagoforo (SMF/PAS) (HOSOKAWA et al., 2009). A
partir da formacdo do SMF/PAS, ha um reconhecimento de cada um dos materiais
(organelas e proteinas danificadas) por parte do fagoforo. O complexo de proteinas
mencionado acima é controlado pelo complexo ULK-1 (Serine/threonine-protein kinase),
formado pelo ULK-1, Atgl3, Atg101 e FIP200 (JUNG et al., 2009). A proteina mTOR
(alvo da rapamicina em mamiferos) é um regulador da fase de iniciacdo. Esta proteina é
um inibidor da autofagia quando esta na forma ativa, porém, em condi¢fes de auséncia
de nutrientes, a mTOR & inibida permitindo deste modo a ativacdo da proteina ULK1, o

que conduz ao inicio do processo de autofagia.

Alongamento

Nesta etapa ocorre a expansdo da membrana autofagica mediada pelas
proteinas Atg5 e Atgl2, as quais interagem com as proteinas Atgl0 e Atg7 para conduzir
a formacdo do complexo Atgl6L1. Este complexo proteico auxilia no recrutamento de
outras proteinas para a membrana, como a LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-
light chain 3) (ITAKURA et al., 2008). Esta proteina é processada por uma cisteina
protease (Atg4) deixando um residuo de glicina exposto para uma posterior conjugacao
com fosfatidiletanolamina (PE), formando uma das duas isoformas da LC3 (LC3-I1). A
LC3-1 é uma isoforma que encontra-se no citosol e a sua derivada proteolitica, a LC3-Il,
permanece ancorada a membrana do fagéforo (ITAKURA et al., 2008; RODRIGUEZ-
ROCHA et al., 2011).

A LC3 é a unica proteina Atg que se encontra em células eucarioticas
associada ao autofagossomo maduro. A quantificagdo da LC3-11 é normalmente utilizada
para estimar a abundéncia de autofagossomos nas células. Apdés a fusdo do
autofagossomo com o lisossomo, estd proteina é degradada (KLIONSKY, 2005;
KLIONSKY; EMR, 2000).
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Maturacao

A formacdo dos autofagossomos ocorre no citoplasma, estes se fundem
primeiro com endossomos e em seguida com os lisossomos, formando finalmente os
autolisossomos. A fusdo ocorre por atuacdo de diversas proteinas, tais como a SNARES
(soluble attachment protein receptors), ESCRT (endosomal sorting complex required for
transport) e proteinas Vps (vacuolar protein sorting) classe C, que promovem a fusao

dos endossomos tardios com os lisossomos.

Figura 5 - Etapas do processo de autofagia. A ativacdo da autofagia envolve diversos componentes
moleculares, incluindo: (A) ULK1 (Serine/threonine-protein kinase), FIP200 (kinase family
interacting protein of 200 kD) e o complexo proteico Atgl3, Atgl01, que sdo funcionalmente
acoplados ao regulador negativo da autofagia, o complexo mTOR1 (mechanistic target of
rapamycin), e inicia a autofagia. (B) As proteinas Vps34 (Phosphatidylinositol 3-kinase) e
Beclina-1 (inativados por proteinas anti-apoptotica) auxiliam na nucleagdo da membrana de
isolamento. (C) As proteinas transmembrana, Atg9 e VMP1 (vacuole membrane protein 1)
participam no recrutamento de lipidios para a membrana de isolamento. (D) A conjugagéo da
Atgl2 com a Atg5 forma um complexo proteico denominado de Atgl6L1, que auxilia na
conjugacdo da LC3 com fosfatidiletanolamina (PE), formando a isoforma que esta ancorada na
membrana do autofagossomo (LC3-I1) (E) Vérias proteinas como a SNARE-like medeiam a fusdo
entre os autofagossomos e lisossomos, formando os autolisossomos. (F) Enzimas lisossomais
hidrolisam proteinas, lipidios e acidos nucleicos dos autolisossomos, finalizando o processo
autofagico. *
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1.5.2 Relagéo da autofagia com apoptose

A relacdo entre autofagia e apoptose estd sendo muito estudada. As
conexdes entre a autofagia e a morte celular por apoptose sdo complexas e ainda ndo estdo
muito bem compreendidas. A autofagia funciona, como anteriormente mencionado, como
um mecanismo de sobrevivéncia contra as tensdes celulares, como a privacdo de
nutrientes, estresse oxidativo, danos na membrana celular, entre outras. Entretanto
também existem relatos na literatura que sugerem que este processo pode provocar a
morte celular programada nas células, por meio da degradacéo ativa dos componentes
celulares indispensaveis como as mitocondrias, até o ponto das células ja ndo puderem
sobreviver (KROEMER, GUIDO; LEVINE, 2008; YU et al., 2006).

A interacdo entre a maquinaria apoptotica e as proteinas que participam no
processo da autofagia, é esquematizada na Figura 6. Uma proteina chave nestas conexdes
é p62, que esta relacionada a um complexo proteico associado ao envelope nuclear,
fundamental na degradacdo autofagica seletiva de muitas proteinas e organelas nédo
funcionais. A p62 é conhecida por interagir diretamente com varias proteinas das vias de
sinalizacdo da autofagia e apoptose, incluindo a caspase-8 e o TRAF6 (receptor
associated factor), que modulam as vias de sobrevivéncia do NF-KB (nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) e a ERK (extracellular signal-regulated
kinases) (DIKIC; JOHANSEN; KIRKIN, 2010; MOSCAT,; DIAZ-MECO, 2009). A
interacdo entre a caspase-8 e a p62 € particularmente intrigante, pois a p62 permite a
ativacdo da caspase-8, porém, a caspase-8 pode clivar a p62 em resposta a ativacao do
receptor de morte. Além disso, a caspase-8 pode ser degradada pela via da autofagia
presumivelmente pela p62 (HOU et al., 2010). Isto cria um paradigma onde a autofagia e
a apoptose podem estar envolvidas em um complicado equilibrio em que a autofagia
altera a extensdo e a cinética da apoptose, e esta por sua vez altera a degradacao autofagica
da p62.

A Beclina-1 € outro regulador critico da autofagia que interage diretamente
com a proteina anti-apoptotica Bcl-2 (CHIPUK et al., 2010; DJAVAHERI-MERGNY;
MAIURI; KROEMER, 2010). Quando a Bcl-2 e a Beclina-1 estdo ligadas, esta ultima é
incapaz de ativar a cascata de sinalizagdo da autofagia. O processo anterior pode ser
revertido quando a ligacao da Beclina-1 e a Bcl-2 é clivada por proteinas pro-apoptéticas
chamadas BH3 (interacting-domain death agonist) (WEI et al., 2008). A Beclina-1
também participa em outro processo de inibicdo da autofagia, no qual a inibicdo é

induzida pela apoptose, ou seja, pela clivagem da caspase-3. Este processo provoca a
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formacéo de uma Beclina-1 defeituosa, incapaz de promover autofagia, conduzindo assim
a inibicdo completa deste processo. Estes exemplos mostram que pode haver regulacéo
muatua dos processos de apoptose e autofagia, de modo que quando a apoptose é
promovida, a autofagia é reduzida para que a apoptose promova a morte celular. Portanto,
a Beclina-1, é uma proteina muito importante, e que tem que ser considerada para
entender melhor o mecanismo de autofagia (LUO; RUBINSZTEIN, 2010).

Figura 6 - Possivel conexdo entre apoptose e autofagia. (A) Atg5 ativa DISC através de uma
interacdo com FADD. (B) FLIP inibe a associacdo de Atg3 a LC3 e portanto inibe a inducdo de
autofagia. (C) A conjugacao de Atgl2-Atg3 inibe a fissdo mitocondrial e a apoptose independente
da autofagia. (D) p62 promove a ativacéo e agregacao da caspase-8. (E) A fosforilagdo da DAPK
(Death-associated protein kinase), promove ativacdo da Beclina-1 ativando a autofagia. (F) A
interacdo da Bcl-2 com a Beclina-1 inibe o processo de autofagia. (G) A p53 pode tanto inibir
como promover a autofagia, dependendo do contexto. As linhas continuas representam ligagdes
bem estabelecidas entre os processos de apoptose e autofagia, e as ligacbes menos estabelecidas
sdo mostradas com tragos. *

—»Morte
cilular

£%,

Fagoéforo Autofagossomo

*Extraido de (GUMP; THORBURN, 2011).
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1.6 Produtos naturais como fonte de novos farmacos antitumorais

As plantas produzem uma grande variedade de metabolitos que vem
ganhando muita importancia devido a suas diversas aplicagdes terapéuticas e
biotecnologicas. A producdo desses metabolitos estdo relacionados com a defesa contra
patogenos (baterias ou fungos). Tais metabolicos possuem grandes potencialidades como
principios ativos, podem ser utilizados diretamente na terapia, como precursores na semi-
sintese quimiofarmacéutica ou em modelos para sintese de novos principios de uso
terapéutico.

A historia dos medicamentos anticancer estd intimamente relacionada aos
produtos naturais, sendo que mais de 60% dos medicamentos utilizados na quimioterapia
atual possuem em alguma instancia sua origem relacionada a uma fonte natural (COSTA-
LOTUFO etal., 2010). A utilizacéo por Sidney Farber em 1954 de um antibiotico extraido
do cultivo de uma espécie de Streptomyces, a Actinomicina D, para tratar um paciente
com tumor de Wilms metastético, introduziu no tratamento de cancer o primeiro farmaco
antineoplasico derivado de um produto natural, despertando grande interesse no meio
cientifico nessa area de pesquisa, 0 qual continua até hoje. Diferentes pesquisas
resultaram na descoberta de alguns compostos antitumorais (vide Tabela 2) importantes
como o paclitaxel (Taxol), vincristina (Oncovina), vinorelbina (Navelbina),
daunorrubicina (daunomicina) e varios analogos da camptotecina (por exemplo, a
Hicamtina) (NEWMAN; CRAGG, 2007; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
Por este motivo, vem aumentando o nimero de estudos com novos compostos isolados
de plantas medicinais, devido a rica fonte de substancias antineopléasicas (LEE, 1999).
Para avaliar a atividade antitumoral de novos produtos naturais, 0s programas de
prospecc¢édo incluem uma etapa inicial de testes in vitro em linhagens tumorais humanas
utilizando técnicas automatizadas HTS (High Troughtput Screening) o que tem resultado
na analise de um grande nimero de amostras, permitindo descobrir um elevado nimero
de moléculas promissoras (NEIDLE; THURSTON, 2005).
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Tabela 2 — Principais farmacos antitumorais derivados de plantas medicinais.

Farmaco Estrutura quimica Organismo Distribuicdo Referéncia
antitumoral geograéfica

o

I Taxus brevifolia EUA, (CHANG et al., 1996)

\f‘”\ % Europa

Paclitaxel E;

Vincristina Catharanthus Filipinas, (HUANG et al., 2004)
roseus Jamaica,
Madagascar
Daunorrubicina @ OH o Streptomyces EUA (STROHL et al., 1998)
CH, peucetius
oncht
O o] OH O O CH
HgC )
OH
NH;
Flavopiridol Dysoxylum india (WANG, 2001)

binectariferum

1.6.1 Gengibre e acbes farmacoldgicas atuais

A fitoterapia tem sido amplamente utilizada pela populacdo desde a
antiguidade e nos ultimos anos as pesquisas nesta area Vvém aumentando
progressivamente. Entre as diversas plantas medicinais existentes e utilizadas como
terapia alternativa na medicina homeopatica esta o gengibre (Zingiber officinale Roscoe)
(ALI et al., 2008). Popularmente, o gengibre ¢é utilizado devido aos seus efeitos anti-
inflamatdrios, hipotensoras, antioxidantes e antimicrobianas, além de ser utilizado na
medicina oriental para tratar diferentes sintomas tais como nauseas, enxaqueca,
inflamacéo, disturbios reumaticos e diferentes condigdes gastrointestinais e respiratorias

(COTT, 2003). Fitogquimicamente, a planta apresenta de 1-3% de Oleo essencial
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(sesquiterpenos), 2,5-5% de componentes picantes (gingerol e shogaol) e 60% de amido.
Os gingerois, principalmente o [6]-gingerol, s&o identificados como 0s maiores
constituintes dos rizomas da planta, e a eles tém sido atribuidos varios efeitos
farmacologicos, tais como analgésico, antipirético, atividade anti-hepatotoxica,
antinauseante e anti-inflamatéria (POLTRONIERI et al., 2014). O [6] -, [8] - e o [10]-
gingerol formam parte dos principais componentes dos rizomas do gengibre, sendo o
primeiro o mais abundante (SURH, 1999). Os gingerois compreendem uma série
homologa de substancias que se diferenciam principalmente pelo comprimento de suas
cadeias alquilicas, apresentando assim 10, 12 e 14 carbonos, para o [6]-, [8]- e [10]-
gingerol respectivamente (ALMADA DA SILVA et al., 2012).

Atualmente existem muitos estudos que relacionam as atividades
antitumorais dos gingerois. O [6]-, [8]- e o [10]-gingerol formam parte das principais
moléculas dos rizomas do gengibre. Os efeitos do [6]-gingerol na adesao celular, invaséo,
migracdo e proliferacdo foram reportados em vérias linhagens tumorais. Um estudo
realizado por Lee e colaboradores (LEE, H. S. et al., 2008) mostrou que o [6]-gingerol
(10 uM) inibe a adesdo celular a fibronectina na linhagem tumoral de mama MDA-MB-
231, neste mesmo estudo, o [6]-gingerol foi capaz de inibir a capacidade de invaséo e
motilidade das MDA-MB-231, além de prejudicar a expressdo de gelatinases (MMP2 e
MMP9) que participam no processo de degradacédo da matriz extracelular (MEC). Outros
autores mostraram as atividades in vitro e in vivo do [6]-gingerol em diversas linhagens
celulares. In vitro, verificou-se que o [6]-gingerol inibiu o crescimento/proliferacdo
celular através da parada do ciclo celular na fase G1 na linhagem de adenocarcinoma de
pancreas (HPAC). As andlises por western blotting indicaram que [6]-gingerol diminuiu
tanto a expressdo de ciclina A como a de CKK (Ciclina-dependente de quinase). Estes
eventos levaram a reducdo da fosforilacdo de Rb (Proteina do retinoblastoma)
provocando o bloqueio da entrada de células na fase S do ciclo celular. Além disso, o [6]-
gingerol induziu morte celular por apoptose nas células HPAC. Neste mesmo estudo,
foram realizados ensaios in vivo, 0s quais mostraram que o [6]-gingerol reduziu o namero
de metastases pulmonares, em camundongos previamente injetados (intravenosa, i.v) com

ceélulas de melanoma B16F10, sem ocasionar efeitos toxicos (KIM et al., 2005).



Introducédo 19

1.6.2 Modificacao de produtos naturais: qual é sua finalidade?

Os produtos naturais sdo uma rica fonte de compostos com potencial para
se tornarem medicamentos antitumorais, e sdo caracterizados pela diversidade estrutural
que possuem. Recentes estudos visam melhorar e aperfeicoar esses fenotipos estruturais,
a fim de obter moléculas com maior potencial terapéutico. Além disso, a modificacdo
estrutural de produtos naturais tem por objetivo: (1) realizar sintese total pronta para
industrializagcdo, (2) proteger o ambiente e 0s recursos naturais, e (3) realizar a
manipulacdo quimica para obter o tamanho molecular e complexidade desejado (GUO,
2012). A estratégia para a modificacdo estrutural dos produtos naturais € muito importante
jaque permite, em Ultima instancia aumentar a poténcia e a seletividade destes compostos,
melhorar as propriedades fisico-quimicas, bioquimicas e farmacocinéticas, além de
eliminar ou reduzir os efeitos secundarios, podendo atingir o alvo com maior
especificidade (MAIER, 2015).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por finalidade investigar os efeitos da substancia
SSi6 sintetizada a partir do [6]-gingerol, na autofagia e apoptose, além de investigar seus
efeitos antitumorais em células de tumor de mama triplo negativo da linhagem MDA-
MB-231.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, pretende-se:

1. Comparar e avaliar o efeito do SSi6 em modificar a morfologia de células de
tumor de mama e ndo tumorais de mama, da linhagem MDA-MB-231 e MCF-
10A, respectivamente.

2. Avaliar o efeito citotdxico e citostatico do SSi6, na linhagem MDA-MB-231, por
meio do ensaio de formacéo de colbnias.

3. Determinar a capacidade do SSi6 em inibir a migragdo e invasao celular de células
tumorais de mama triplo negativo (MDA-MB-231).

4. Analisar e determinar se 0 SSi6 ativa 0s processos de autofagia e apoptose em
células de tumor de mama MDA-MB-231.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 [6]-gingerol, 2,4-DNFH e SSi6

Todas as substancias foram sintetizadas e disponibilizadas pelo Prof. Dr.
James Almada da Silva do Departamento de Farmacia da Universidade Federal de
Sergipe (UFS), com quem temos colaboragdo neste projeto. O SSi6 é uma nova substancia
semissintética, gerada a partir da reacdo entre o [6]-gingerol (6G) e a 2,4-
dinitrofenilhidrazona (2,4-DNFH), esta ultima é uma substancia organica derivada das
hidrazonas. A literatura tem reportado que alguns derivados das hidrazonas, tém se
mostrados quimica e biologicamente ativos (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007). A
obtencdo, pureza e a elucidacdo estrutural desta molécula pode ser encontrada na
informacdo suplementar do artigo publicado por (VILLALVILLA et al., 2014). Para
realizar os testes, as substancias foram dissolvidas em dimetilsulfoxido 1% (DMSO). As
estruturas das substancias estéo representadas na Figura 7.

Figura 7 - Estrutura molecular das substancias: (A) [6]-gingerol (6G), (B) 2,4-
dinitrofenilhidrazona (2,4-DNFH), (C) SSi6.
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3.1.2 Linhagens e cultivos celulares

MDA-MB-231

A linhagem MDA-MB-231 séo células epiteliais humanas derivadas do
sitio metastatico (efusdo pleural) de tecido mamario (CAILLEAU et al., 1974). Esta
linhagem tumoral foi obtida do banco de células de Rio de Janeiro (BCRJ), derivadas de
uma mulher de 51 anos de idade, caucasiana. Estas células foram cultivadas e mantidas
em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e
L-glutamina (2 mM).

MCF-10A

A linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A representa células epiteliais
humanas derivadas de tecido mamario ndo tumoral (SOULE et al., 1990). Estas células
foram cultivadas em meio DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F12) suplementado com 5% de soro de cavalo (HS), Fator de Crescimento
Epidermal (EGF) 20 ng/mL, hidrocortisona 0,5 pg/mL, insulina 10 pg/mL e 1% de
penicilina/estreptomicina.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de cultura e
mantidas em um incubador imido com 5% de CO- e 95% de O; a 37 °C. As passagens
celulares foram realizadas por tripsinizacdo das células e utilizadas com a finalidade

desejada.
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3.2 Meétodos

E importante ressaltar que ndo ha estudos que demonstrem os efeitos
antitumorais do SSi6, neste sentido, a analise de seus efeitos foi realizada em relacédo a

trabalhos anteriores que determinaram as atividades antitumorais do 6G.

3.2.1 Morfologia Celular

O ensaio de morfologia celular é importante para determinar o efeito das
substancias (SSi6 e 6G) na alteracdo da estrutura e crescimento das células MDA-MB-
231 e MCF-10A. As células foram plaqueadas (1x10° células/poco) em placas de 12 pogos
e mantidas a 37 °C e 5% CO2 por 24 horas (até alcangcarem a confluéncia de 80%) em
estufa de cultura de células. Apds as 24 horas, 0 meio de cultura foi retirado dos pocos e
as células foram expostas a diferentes concentra¢bes do 6G e do SSi6 (6,25; 12,5; 25, 50
e 100 uM). Em seguida, foram capturadas imagens com o microscopio éptico invertido
(Nikon Eclipse TS 100) (objetivas de 10 e 40x) em intervalos de 2, 6, 24 e 48 horas para
observar os efeitos das substancias nas celulas. A efetividade do tratamento nesta analise
foi comparada com o controle negativo (DMSO 1%).

3.2.2 Citotoxicidade

A andlise do efeito do SSi6 e 6G sobre a proliferagdo e viabilidade celular
das linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A, foi determinada pelo ensaio colorimétrico,
através do uso do reagente MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] (MOSMANN, 1983). Este ensaio se fundamenta principalmente na utilizagdo
deste reagente pelas células vivas e sua reducdo no interior da mitocondria, que resulta na
formacédo de cristais de formazan de cor violeta (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005).

Para este ensaio, as células (1x10* células/pogo) foram semeadas em placas
de 96 pocos e mantidas a 37 °C e 5% COz2 por 24 horas em incubador imido de cultura
de células. Apds este tempo, as células foram expostas a concentragdes crescentes do SSi6
(3,12-100 uM), 6G (300-1000 uM), e monitoradas por 48 horas. Em seguida, o0 meio de
cultura com tratamento foi retirado e as células foram tratadas com 100 pL de MTT (1
mg/mL) em cada poco. As placas foram incubadas durante 4 horas a 37 °C. Os
precipitados de cristais de formazan foram diluidos com 100 pL de DMSO. A coloragédo
obtida nos pogos foi lida por espectrofotdmetria com um comprimento de onda maximo
de 540 nm. O controle positivo utilizado neste ensaio foi a doxorrubicina, conhecida na

literatura como um agente antitumoral que inibe a proliferagdo celular de vérias linhagens
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tumorais (PANG et al., 2015; TAN et al., 1967). Os resultados foram comparados com
0s pogos do controle negativo contendo somente células tratadas com o veiculo (DMSO
1%). Desta forma, foi possivel avaliar o efeito da substancia sobre a diminui¢do da
proliferagdo celular. O célculo do ICso (concentragdo que inibe 50% da viabilidade

celular) do SSi6 e 6G foi realizada por meio do software GraphPad Prism®.

3.2.3 Ensaio clonogénico (formacéo de col6nias)

Este ensaio permite a observacdo dos efeitos citotoxicos (diminuicdo do
namero de col6nias) e citostaticos (diminuicdo do tamanho das coldnias) do SSi6 sobre a
habilidade proliferativa da linhagem MDA-MB-231. O ensaio consiste em semear 3x10?
células em placas de Petri de 6 cm incubadas no meio adequado a 37 °C e 5% COz por 24
horas para permitir o crescimento normal. Em seguida, as células foram tratadas com
concentracdes especificas das substancias (SSi6 e 6G) (6,25; 12,5 e 15 uM) por um
periodo de 24 horas. Apo6s o tempo de incubacdo, 0 meio de cultura com tratamento foi
removido e substituido por meio sem tratamento. As células foram novamente incubadas
nas mesmas condi¢cdes por um periodo de 10 dias. Depois do tempo de incubacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com uma solucdo de metanol e
acido acético em proporcdo 3:1 durante 6 minutos e, em seguida, coradas com uma
solugédo de metanol e cristal violeta 0,5% por 25 minutos. Ao final do experimento, as

coldnias foram contadas e seu tamanho foi medido com auxilio do software ImageJ.
3.2.4 Deteccao das organelas vesiculares acidas (AVOs)

Para detectar as AVOs formadas pelo tratamento com o SSi6 e 6G, as
células MDA-MB-231 e MCF-10A foram plaqueadas (1x10* células/pogo) em
microplacas de poliestireno de 96 pocos e incubadas em estufa de cultura de células. Apds
a incubacdo, as células foram tratadas com SSi6 (25, 50 e 100 pM) e 6G (100 uM) durante
6 horas. As células foram lavadas com tampéao fosfato salina (PBS) e em seguida, fixadas
com metanol durante 10 minutos. Apds da fixacao, as células foram coradas com uma
solugdo de 1 pg/mL de laranja de acridina (AO) durante 15 minutos no escuro e
imediatamente lavadas e coradas com uma solugédo de 1 pg/mL de DAPI (4, 6-diamidino-
2-phenylindole) durante 5 minutos. As imagens foram capturadas por microscopia
automatica de epifluorescéncia de alta resolucdo (ImageXpress, Molecular Devices) na
objetiva de 20x. A rapamicina (500 nM) foi utilizada como controle positivo de indugéo
da autofagia (inibidor da via mTOR) por 24 horas (SARKAR et al., 2009).
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3.2.5 Imunocitofluorescéncia

Para determinar a presenga da proteina LC3 ap0s o tratamento com o SSi6
e 6G em células tumorais e ndo tumorais de mama, foi utilizado o anticorpo Anti-LC3
(ab51520) especifico para as proteinas LC3-1 (proteina citoplasmatica) e LC3-II
(encontra-se ancorada a membrana do autofagossomo). As celulas foram plaqueadas
(1x10* células/100 pL) em microplacas de poliestireno de 96 pogos e mantidas a 37 °C,
5% de CO2z durante 24 horas. Apos este tempo de incubacao, as células foram tratadas
com 50 uM do SSi6 e 100 uM de 6G durante 6 horas. Foi utilizado rapamicina (500 nM)
como controle positivo durante 24 horas e para o controle negativo, as células foram
tratadas com wortmanina 30 UM e adicionando 50 uM de SSi6 durante 6 horas de
exposicdo. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS (100 uL), fixadas
com 4% de paraformaldeido durante 20 minutos e lavadas com PBS/Glicina 1/1 (200 pL)
por 10 minutos. Apds esta etapa, foi realizado o blogueio durante 1 hora com solugdo
imunofluorescente IF+10% de albumina sérica bovina (BSA) em um tampao contendo as
seguintes compostos e quantidades: NaCl (1,30 M), NazHPO4 (0,13 M), NaH2PO4 (0,029
M), NaNs (0,077 M), Tween-20 (2% V/V) e Triton X-100 (0,5% V/V), este dltimo tem
como funcdo permeabilizar as membranas das células. Depois do tempo de blogueio, foi
adicionado o anticorpo primario (anti-LC3B antibody ab51520) durante 3 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com solucédo IF
sem BSA e incubadas novamente com o anticorpo secundario (Alexa Fluor® 488-
conjugated goat to rabbit IgG) em PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. As células
foram novamente lavadas com PBS e coradas com DAPI (0,5 pg/mL) durante 4 minutos
para marcacao nuclear. Finalmente os pocos foram lavados com PBS, e adicionado
Fluoromount-G® para capturar as imagens utilizando microscopia automatica de

epifluorescéncia de alta resolugédo (ImageXpress) na objetiva de 40x.

3.2.6 Ciclo celular

A analise das diferentes fases do ciclo celular foi realizada pelas varia¢oes
no conteudo de DNA, pela coloragdo com iodeto de propidio (PI) detectada através de
citometria de fluxo. As células foram plaqueadas (5x10° células/poco) em placas de 6
pocos e mantidas a 37 °C e 5% CO. por 24 horas em estufa iumida de cultura de células.
Ap0s o tempo de incubacdo, as células foram tratadas com diferentes concentra¢fes do
SSi6 (6,25; 12,5; 18,75 e 25 uM) durante 24 horas e mantidas nas mesmas condic¢oes

descritas acima. Em seguida, as células foram centrifugadas, lavadas com PBS e
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ressuspendidas em alcool etilico 70% gelado e mantidas por 24 horas a -20 °C. Apos este
periodo, as células foram incubadas em uma solugdo de RNAse A (0,02 mg/mL) em PBS
a 37 °C durante 30 minutos e, em seguida, incubadas com uma solugéo de HFS (hypotonic
fluorochrome solution) que contém Pl (1ug/mL) por 1 hora em gelo. A anélise do
conteddo de DNA das células em cada fase foi determinado no citdmetro de fluxo
BDAccuri C6 (BD Biosciences).

3.2.7 Determinacédo de taxa apoptdtica com Anexina V por citometria
de fluxo

A atividade apoptotica das substancias SSi6 e 6G sobre a linhagem tumoral
MDA-MB-231, foi analisada através de citometria de fluxo utilizando PE-Annexin V
Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences). As células foram plaqueadas (1x10°
células/poco) em placas de 12 pocos e incubadas por um periodo de 24 horas (até atingir
100% de confluéncia). Em seguida, foram tratadas com diferentes concentracgdes (25, 50
e 100 uM) das substancias por 6 por 24 horas. Apds o tempo de tratamento, as células
foram centrifugadas (2000 rpm por 5 minutos a 4 °C) e lavadas com PBS para serem
reesuspendidas em 100 uL de tampdo de ligacdo proveniente do kit. As células foram
incubadas com 5 pL de PE-Anexina V e 7-AAD a temperatura ambiente
(aproximadamente 23 °C) por 15 minutos ao abrigo da luz e em seguida as células foram
desaderidas com auxilio do cell scraper e transferidas para tubos contendo tampéo de
ligagdo, totalizando 400 pL em cada tubo. Finalmente, as células foram analisadas no
citometro de fluxo BDAccuri C6 (BD Biosciences). A fluorescéncia emitida por cada
corante foi quantificada através do software CSampler.

3.2.8 PCR em tempo real (QPCR)

Para avaliar os efeitos do SSi6 e 6G sobre a expressdo de genes
relacionados com a apoptose (caspase-3) e autofagia (LC3-11) as células da linhagem
tumoral MDA-MB-231 foram semeadas (1x10° células/placa) em placas de 6 cm e
incubadas por 24 horas em estufa umida. Apds o periodo de incubacdo, as células foram
tratadas com diferentes concentra¢es do SSi6 (25 e 50 uM) e 6G (50 uM) por 1 e 10
horas. Depois deste periodo, as células foram lisadas com Trizol® (Invitrogen) e
transferidas para microtubos de 1,5 mL para isolamento do RNA total. Para isso foi
adicionado 200 pL de cloroférmio e os microtubos foram homogeneizados por inversdo
e incubados a temperatura ambiente por 3 minutos. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas a 12000 rpm a 4 °C por 15 minutos para obter a fase aquosa onde encontra-
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se 0 RNA. A fase aquosa foram adicionados 500 L de isopropanol para precipitar o RNA
e, em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 12000 rpma4°Ce
lavadas com etanol 75%. Este procedimento foi repetido uma vez. Apds a lavagem, o
etanol foi evaporado para sua eliminacao total dos microtubos. Finalmente o RNA foi
dissolvido em 20 L de agua ultrapura e estocado a -80 °C. A quantificacdo e o grau de
pureza (relacdo 260/280 - 260/230) foram realizadas em equipamento Nanodrop 2000
UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific). O RNA total (1,5 pg) foi reversamente
transcrito em cDNA pelo uso do kit Enhanced Avian First Strand Synthesis (Sigma
Aldrich) e estocado a -20 °C. As condi¢bes da PCR foram ajustadas para cada par de
primer, dependendo da sua temperatura de melting usando o equipamento CFX96
Touch™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Apds a amplificacéo,
analises da curva de melting foram realizadas entre 72-95 °C por monitoramento da
fluorescéncia associada ao aumento da temperatura. Produtos especificos foram
determinados como picos Unicos em suas curvas de melting. O nivel comparativo de
expresséo de cada condico foi calculado como 2°22¢r (método do AACT), onde AACT =
ACt amostra - ACt controle. Os valores de Ct das amostras e dos controles foram
normalizados pela quantidade de Rpl37a (gene ribossomal utilizado como controle
endogeno); ACt do controle ou amostra = Ct do controle ou amostra — Ct Rpl37a do

controle ou amostra).

Os primers utilizados para amplificacdo dos genes relacionados a apoptose

e autofagia estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Primers da reagéo de PCR em tempo real

Genes Acesso no NCBI Primer Forward Primer Reverse
MAP1LC3B* NM_022818.4 5°GAG CAG CAT CCA ACC AAAA3 5°CCATGC TGT GTCCGTTCA3
Casp3* NM_004346.3

5’GTG CTA CAA TGC CCC TGG AT3>  5°GCC CAT TCA TTT ATT GCT TTC C3’

Rpl37a* NC_000002.12 5> GCC AGC ACG CCA AGT ACAC 3’ 5’ CCCCACAGCTCGTCTCITCA ¥

*MAP1LC3B = Microttbulos associados a proteina 1 da cadeia leve 3 beta.
*Casp3=Caspase-3

*Rpl37a= Proteina Ribossomica L37a
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3.2.9 Andlise do nivel proteico por western blotting

Para verificar a quantidade de proteinas relacionadas com a apoptose
(caspase-3) e autofagia (LC3-I e 1), as células MDA-MB-231 (1x108 células/placa)
foram semeadas em placas de 6 cm e incubadas a 37 °C, 5% de CO2em estufa de cultura
de células. Apos o tempo de incubagdo, as células foram tratadas com SSi6 (25, 50 e 100
pHM) e 6G (50 e 100 uM) durante 3 e 6 horas. Neste ensaio foram realizados um controle
positivo (rapamicina 500 nM) e um controle negativo utilizando um inibidor da autofagia
(wortmanina 30 UM + 100 uM do SSi6). Em seguida, as amostras foram lisadas com
CelLytic™., Posteriormente, as amostras foram centrifugadas (13000 rpm a 4 °C por 20
minutos) para obter o sobrenadante, utilizado para a mensuracdo da concentracao proteica
por meio do Pierce® BCA Protein Assay Kit. Em seguida, 30 pg de cada amostra foi
diluida em tampéao de amostra SDS-PAGE, composto por Tris-HCI 0,125 M, SDS 4%
m/V, glicerol 20% V/V, 3-mercaptoetanol 0,1 M, azul de bromofenol 0,02% m/V e pH 6.8.
No primeiro pogo do gel foi adicionado 5 pL de padréo de massa molecular Kaleidoscope
(BioRad) e nos pogos seguintes, as amostras totalizando um volume de 20 pL. A corrida
da eletroforese foi realizada durante 90 minutos a 100 V e em seguida, as proteinas foram
transferidas através do sistema de transferéncia semi-seca Transblot turbo (BioRad) por
3 minutos. A membrana de nitrocelulose foi corada com Ponceau 0,5% m/V em &cido
acetico 0,1% V/V. Posteriormente as membranas foram bloqueadas com tampdo de
bloqueio contendo BSA, constituido por Tris-Base 0,20 M, NaCl 1,36 M e 3% m/V de
BSA, durante 1 hora a temperatura ambiente e incubadas com 0s anticorpos primarios
conjugados com HRP anti-caspase-3 (Abcam, catdlogo nimero ab179517-1:1.000) e
anti-LC3B (Abcam, catalogo numero ab51520-1:3.000). A quimiluminescéncia foi
mensurada através do equipamento Chemidoc® (BioRad). O protocolo para detecgdo da
B-actina (controle enddgeno) foi idéntico ao descrito para LC3B e caspase-3. A
quantificacdo das bandas foi realizada por densitometria com auxilio do software
Quantity One (BioRad).

3.2.10 Ensaio de migracéo celular Wound Healing

Para avaliar os efeitos do SSi6 sobre a migracéo celular, foi utilizado o
método de Wound Healing (YARROW et al., 2004). Neste teste foram utilizadas
monocamadas confluentes de células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°células/pogo)
em placas de 12 pocos e incubadas em estufa Umida a 37 °C e 5% CO- até que as células

adquiram 100% de confluéncia. Em seguida, foi realizada um “risco” na por¢éo central
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de cada po¢o, com auxilio de uma ponteira de micropipeta e de uma régua estéril. As
placas foram mantidas sob as mesmas condicGes relatadas acimas. Apds o tempo de
incubagdo, as células foram tratadas com diferentes concentracdes (6,25; 12,5 e 18,75
M) do SSi6. As imagens foram capturadas nos periodos de 0, 12 e 24 horas, com 0
microscopio invertido acoplado a um sistema de captura de imagens (Moticam) em dois
campos diferentes. A &rea de fechamento da risca pela migragdo celular foi medida
através do software ImageJ. A porcentagem de fechamento da ferida foi calculada

comparando os tempos de 0 e 24 horas, utilizando a seguinte formula (YUE et al., 2010):
% Fechamento da ferida= [(At=on— Aw=an)/ Aw=on] X 100%

Onde, At=0n € a medida da &rea da risca imediatamente ap0s sua realizagdo e Ai=an € a area

medida no tempo de 12 ou 24 horas apds a abertura da ferida.

3.2.11 Invasao Celular em Matrigel

A substancia SSi6 foi testada para avaliar sua capacidade de ativar ou inibir
a invasdo de células da linhagem tumoral MDA-MB-231. Foram utilizados insertos do
kit BioCoat Matrigel Invasion Chambers (BD Biosciences) com poros de 8 um contendo
matrigel, uma mistura de proteinas que simula a matriz extracelular de muitos tecidos. Os
experimentos foram realizados em placas de 24 pocos. Os insertos foram previamente
hidratados com meio DMEM livre de FBS durante 2 horas e incubadas em estufa umida
a 37 °C. Apds o tempo de hidratacdo, foram semeadas 5x10* células/poco na camara
superior dos insertos em meio de cultura e tratadas imediatamente com as concentracdes
de 6,25; 12,5 e 18,75 puM da substéncia sob estudo. Nos pocos inferiores foram
adicionados 1,5 mL de meio adequado e adicionado 10% de FBS, o qual agiu como
guimioatraente indutor da invasdo. As placas foram incubadas por 22 horas nas condi¢des
especificas (37 °C, 5% CO2). Em seguida, as células que ndo invadiram pelo matrigel,
foram removidas da superficie da membrana com o auxilio de hastes de algoddo. As
células invasoras, que penetraram pelos poros e migraram para a superficie interna do
matrigel foram fixadas com metanol puro e em seguida coradas com uma solucéo de azul
de toluidina 1% diluida em borato de sodio 1%. A membrana foi recortada do inserto e
montada em uma lamina histologica com oOleo de imersdo. Assim, com auxilio do
microscopio optico (Nikon Eclipse E100) foram contados manualmente diferentes
campos para determinar as células que invadiram a matrigel e atravessaram 0s poros da

membrana.
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3.2.12 Analise estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata e de forma independente,
para garantir a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados. Os dados foram
analisados com o programa Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation) e
comparados por analise de variancia one-way (ANOVA), seguida pelo pés teste de
Tukey, e dependo da anélise utilizou-se t-test (and nonparametric test) com o auxilio do
software GraphPad Prism® (Inuitive Software for Science) verséo 6.0.



Resultados 31

4. RESULTADOS

4.1 Morfologia celular

A morte celular pode ser detectada nas células pela morfologia que as
mesmas adquirem durante este processo (KROEMER, G et al., 2009). Morfologicamente,
a autofagia caracteriza-se pelo aumento de vesiculas autofagicas (vacuolizacdo) no
citoplasma. Ja na apoptose, as células sofrem mudancas morfoldgicas apresentando um
tamanho menor, adquirem um formato circular, acompanhado de uma diminuigdo da
densidade celular, mantendo a membrana plasmatica intacta (OUYANG et al., 2012). O
ensaio para verificacdo da morfologia celular foi realizado para observar as mudancas
fenotipicas causadas pelas substancias SSi6 e 6G na linhagem tumoral (MDA-MB-231)
e ndo tumoral de mama (MCF-10A).

As Figuras 8 e 9, mostram as alteracbes morfologicas induzidas por
diferentes concentracdes do SSi6 nas células tumorais e ndo tumorais de mama. E
possivel observar na Figura 8, que as células tumorais MDA-MB-231, apresentam uma
intensa vacuolizacdo citoplasmatica a partir de 2 horas de tratamento nas concentra¢es
de 50 e 100 pM, este resultado é mais evidente em 6 horas de tratamento nas mesmas
concentragdes, com um aumento do ndmero e do tamanho dos vacuolos em relacdo ao
controle negativo (DMSO 1%). Durante 24 horas de tratamento nas mesmas
concentragdes do SSi6 (50 e 100 uM), as células comegam a adquirir um formato circular
com perda da densidade celular. Por outro lado, apds 48 horas de exposicdo das células
ao SSi6, em todas as concentracBes (exceto em 6,25 UM) a substancia gera grandes
alteracdes morfologicas, o que provoca a desaderéncia total da placa e surgimento de
detritos celulares. Todas as alteracdes anteriores indicam morte celular.

Para a linhagem n&o tumoral de mama MCF-10A (vide Figura 9), as
alteracdes morfoldgicas, como perda da densidade celular, comecam aparecer somente
no periodo de 24 horas e na maior concentragdo utilizada do SSi6 (100 puM). No entanto,
estas alteracbes sdo mais evidentes no tempo de 48 horas, inclusive também na
concentracdo de 50 M. Todas estas modificacdes na morfologia foram comparadas em
relacdo ao controle negativo. Nesta linhagem, ndo foi observada a formacéo de vactolos
no interior das células, o que nos mostra uma indicativa preliminar da seletividade do
SSi6 pelas células tumorais MDA-MB-231, ja que como explicado acima, o SSi6 causa
uma maior alteracdo em concentragdes menores e em tempos mais curtos, nas células

tumorais do que nas células ndo tumorais.
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As Figuras 10A e 10B, apresentam imagens ampliadas das Figuras 8 e 9
para alguns tempos de tratamento especificos, estas imagens permitem observar com mais
detalhe as altera¢6es e modifica¢des causadas nas linhagens de células utilizadas apos a
exposicao as substancias sob estudo. Nestas figuras também sdo mostrados os resultados
dos controles utilizados, como o0 6G, a 2,4-DNFH e um controle negativo para autofagia
(wortmanina).

A Figura 10A permite evidenciar a presenca dos vacuolos citoplasmaticos
apos o tratamento com SSi6 na linhagem MDA-MB-231. Também é possivel evidenciar
que as substancias utilizadas como controles, o 6G e a 2,4-DNFH, ndo provocaram
nenhuma altera¢do na morfologia das células, inclusive na méxima concentragdo utilizada
e no maior tempo de tratamento. Estes resultados demonstram preliminarmente que a
modificacdo sintética realizada no [6]-gingerol é a responsavel por provocar todas as
mudancas morfologicas nas células tumorais, ou seja, ha uma contribuicdo resultante
(reacdo do 6G com 2,4-DNFH) quando € utilizado o SSi6, em relacdo ao tratamento
individual dos compostos constituintes. Devido ao fato de que a formacédo de vesiculas
autofagicas ¢ um indicativo de autofagia, foi utilizado a wortmanina como controle
negativo (inibidor da autofagia), um composto que inibe a PI3K (Phosphoinositide 3-
kinase) evitando a formacdo de autofagossomos (YANG, 2013). Este composto foi
testado na concentracdo de 30 uM de forma concomitante com 50 uM do SSi6, a fim de
inibir a formacdo de vacuolos induzida pelo SSi6 nas células da linhagem MDA-MB-
231. Como pode ser observado na Figura 10A, houve uma inibicédo total da formacdo de
vacuolos nas células tumorais, inclusive mostrando muita similaridade com o controle
negativo sem tratamento (DMSO 1%). Tal fato evidencia que os vacuolos citoplasméticos
formados durante o tratamento com o SSi6, estdo fortemente ligados a ocorréncia de um
processo autofagico nas células. Por fim, a Figura 10B mostra uma ampliacdo das
alteragBes morfoldgicas nas células ndo tumorais de mama ocasionadas pelo tratamento
com o SSi6 em 48 horas. Portanto, o SSi6 € capaz induzir autofagia de forma mais
eficiente na linhagem MDA-MB-231, do que nas células ndo tumoraisMCF-10A.
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Figura 8 - Efeitos do SSi6 na morfologia celular das células MDA-MB-231. As células (1x10°) foram tratadas com as concentracdes indicadas e as imagens foram
capturadas apés de 2, 6, 24 e 48 horas apds o tratamento, utilizando um microscopio invertido (amplificacdo 100x), escala da barra = 100 um. As setas indicam
alteragcBes morfoldgicas realizadas pelo tratamento com o SSi6 nas células.
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Figura 9 - Efeitos do SSi6 na morfologia das células ndo tumorais de mama MCF-10A. As células (1x10°) foram tratadas com SSi6 (6,25; 12,5; 25; 50 e 100uM) por
2, 6, 24 e 48 horas, as imagens foram capturadas utilizando o microscépio invertido (amplificagdo 100x), escala da barra = 100 um. As setas mostram alteragdes
provocadas pelo tratamento com o SSi6.
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Figura 10 - Efeitos das substancias na morfologia celular das células MDA-MB-231 e MCF-10A. (A) As células MDA-MB-231 (1x10°) foram tratadas com as
substancias 6G; 2,4-DNFH, SSi6 e wortmanina (30uM + 50 uM de SSi6), nas concentragdes indicadas. As imagens foram capturadas apos de 2 e 6 horas de tratamento.
(B) As células MCF-10A foram tratadas com SSi6 (50 e 100 uM) durante 48 horas de tratamento, utilizando um microscopio invertido (amplificacdo 400x), escala
bar = 50 um. As setas indicam vacuolos citoplasmaticos nas células MDA-MB-231 ap6s incubagdo com SSi6 durante 2 e 6 horas.

A SSi6 / (uM)

Wortmanina

SSi6 / (M)

100

B Controle

48h




Viabilidade celular (%)

Resultados 36
4.2 Citotoxicidade

Com a finalidade de investigar os efeitos do 6G, 2,4-DNFH e SSi6 sobre
a viabilidade das células MDA-MB-231 e MCF-10A, foi realizado o ensaio de
citotoxicidade utilizando o reagente MTT (Figuras 11A e B e a Tabela 4).

Figura 11 - Efeitos do SSi6 e 6G sobre a viabilidade celular. As células (MDA-MB-231 e MCF-
10A) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas com diferentes concentragdes das
substancias, o veiculo foi tratado com 1% de DMSO durante 48 horas. (A) Grafico de ICso nas
células MDA-MB-231 e MCF-10A tratadas com o SSi6. (B) Gréafico de ICsy nas células MDA-
MB-231 e MCF-10A tratadas com o0 6G.
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Tabela 4 — Valores de 1Cso do [6]-gingerol (6G), 2,4-DNFH e do SSi6 nas linhagens MDA-MB-
231 e MCF-10A

ICs0/ (UM)
Substancia MDA-MB-231 MCF-10A indice de
seletividade (1S)
6G 4045+ 17,6 599.4 + 18,5 1,48
2,4-DNFH >100 >3t 00—
SSi6 22,90+ 0,35 34,17 + 2,49 1,49

Como podemos observar na Tabela 4, o efeito sobre a citotoxicidade
celular das substéncias foi bastante diverso sobre as linhagens MDA-MB-231 ¢ MCF-
10A. Cabe ressaltar que o valor do ICso da 2,4-DNFH ndo foi refinado (ndo foi
determinado um valor especifico), ja que para a maxima concentracdo do SSi6 utilizada
(100 uM), mostrou-se inativo. Por outro lado, para o 6G foi feito um estudo mais rigoroso
para determinar o valor do 1Cso, devido a que é um pardmetro que pode ser comparado

com a literatura.
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O SSi6 (vide Figura 11A), provocou uma diminuicdo mais acentuada na
viabilidade celular (de forma dependente da concentracdo) nas ceélulas MDA-MB-231,
quando comparadas com a linhagem ndo tumoral de mama MCF-10A, esta Gltima é
utilizada como controle de seletividade. Os valores ICso apresentados Tabela 4, sdo de
22,9 e 34,17 uM para as linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A respectivamente, estes
resultados sdo desejados, quando se quer que o composto testado apresente maior
seletividade pelas células tumorais. Um efeito citotéxico menor foi observado para o [6]-
gingerol (Figura 11B), com valores de 1Cso de 404,5 uM para MDA-MB-231 e de 599,4
UM para as células MCF-10A, o que significa que € bem menos ativo que seu homologo
semissintético o SSi6. O valor de ICsg para 0 6G na MDA-MB-231 era esperado, ja que
diversos trabalhos reportados na literatura mostram resultados similares como o0s
determinados neste trabalho (ALMADA DA SILVA et al., 2012; POLTRONIERI et al.,
2014). Paralelamente, os efeitos citotoxicos da 2,4-DNFH nas linhagens celulares,
apresentam valores de ICso >100 UM em ambas as linhagens. Portanto, de acordo com 0s
resultados apresentados, demostramos que a modificacdo quimica realizada no [6]-
gingerol, permitiu uma melhora de aproximadamente de 17 vezes no valor 1Cso, passando
de 404,5+17,6 uM para 22,90£0,35 puM.

4.3 Ensaio clonogénico (formacéao de colonias)

O ensaio de formacdo de coldnias é baseado na habilidade que tem uma
Unica célula, em crescer e reproduzir-se em colbnias, e é utilizado para avaliar a
capacidade de reproducdo das células ap6s a exposicao a agentes citotoxicos (FRANKEN
et al., 2006).
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Figura 12 - Efeitos do SSi6 e 6G na formacédo de coldnias de células MDA-MB-231. (A, B) As
células foram semeadas em placas de Petri e tratadas ou ndo com concentragdes indicadas do SSi6
e 6G. (C) Numero de col6nias normalizado de acordo com o controle (*p <0,0001 vs o controle
negativo). (D) Tamanho das coldnias (*p <0,05 vs o controle negativo). Os dados representam a
média + desvio padrdo de trés testes independentes em triplicata. Os resultados foram comparados
utilizando one-way ANOVA, seguido por uma andlise post-hoc de Tukey.
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Na Figura 12A, observa-se que o nimero e tamanho das col6nias das
celulas MDA-MB-231, diminui significativamente apds o tratamento com o SSi6 em
todas as concentracOes testadas, quando comparado com o controle negativo. Destaque-
se que para a concentracdo de 15 UM o SSi6 inibiu completamente a formacéo de colbnias
(vide também a Figura 12A e C). O anterior indica portanto, que 0 SSi6 possui um efeito
citotoxico (inibe o nimero de colénias) mais efetivo do que um efeito citostatico (inibe
tamanho das colénias) nas células MDA-MB-231. Quando as células foram tratadas com
0 6G (Figura 12B, C e D) ndo houve uma inibig&o significativa nem no nimero, nem no
tamanho das colonias, indicando mais uma vez, que a modificagdo semissintética do 6G,
quando usa-se a combinacéo, € o responsavel pela seletividade e pelos efeitos nas células

tumorais até aqui mostrados.



Resultados 39

4.4 Determinacéo das Organelas Acidas Vesiculares (AVOSs)

A fim de esclarecer a natureza dos vacuolos citoplasmaticos induzidos
pelo SSi6 observados nas células MDA-MB-231, foi realizado o ensaio de deteccédo de
AVOs utilizando o laranja de acridina (AO), um corante acidotrépico que detecta
facilmente a formacdo de AVOs nas células (CHEN; AZAD; GIBSON, 2010). Como
explicado na metodologia (subsecdo 3.2.3), o AO mostra uma cor verde na auséncia de
compartimentos acidos (mondmero) e uma intensa cor laranja (dimero) na presenca de
AVOs.

Na Figura 13A, é possivel observar uma forte fluorescéncia alaranja na
linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 ap6s 6 horas de tratamento, a qual é
diretamente proporcional a concentragdo do SSi6 utilizada (25, 50 e 100 uM). O resultado
anterior poderia indicar, que esta substancia induz aparecimento de AVOs nas células
tumorais, porém, sendo rigorosos com a interpretacdo deste resultado, podemos
simplesmente afirmar que o pH na regido do citoplasma é &cido. Com este ensaio ndo
podemos afirmar que o SSi6 leva a formacgdo das AVOs, devido a que se analisamos a
cor dos vacuolos (pequenos circulos pretos nas imagens), somente observamos a
fluorescéncia laranja ao redor deles. Isto justamente pode ser correlacionado quando
observamos os resultados da rapamicina, um indutor de autofagia utilizado como controle
positivo, em que para a linhagem tumoral, se evidencia uma fluorescéncia laranja na
regido do citoplasma. Ja no caso do 6G, € evidente que este composto ndo leva a formacao
de vacutolos e consequentemente ndo gera AVOs, resultando em uma imagem muito
similar com a do controle negativo.

Por outro lado na andlise da linhagem n&o tumoral MCF-10A (vide Figura
13B), a excec¢do do controle positivo, em todas as imagens se observa a predominancia
de uma fluorescéncia verde, indicando que ndo houve formacdo de AVOs em nenhum

dos casos.
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Figura 13 - Efeitos do SSi6 e 6G na formacao de organelas acidas vesiculares (AVOs). (A) As células MDA-MB-231 e (B) MCF-10A foram tratadas com concentragoes
indicadas de SSi6 ¢ 6G (100 uM) durante 6 horas ou com rapamicina 500 nM durante 24 horas (controle positivo da autofagia). As células foram entdo coradas com
laranja de acridina (AO) e as imagens foram capturadas com o ImageXpress micro, detectando a formagdo de AVOs, escala da barra =50 pum.
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4.5 Imunocitofluorescéncia

Para determinar que o SSi6 leva a inducdo da autofagia nas células MDA-
MB-231, foi realizado o ensaio de imunocitoquimica para deteccéo da proteina LC3 (em
alguma de suas duas isoformas, LC3-I e Il). Este ensaio também foi realizado com a
linhagem ndo tumoral de mama, para demonstrar que esta substancia ndo induz autofagia
em células normais. Por motivos de comparacéo também foi utilizado 0 6G em ambas as
linhagens. A Figura 14A mostra claramente a inducéo de autofagia nas células MDA-
MB-231 apds 6 horas de tratamento com o SSi6 (50 uM). Como é indicado pelas setas
nesta Figura, tanto no tratamento com o SSi6 como no controle positivo (rapamicina- 500
nM), é observada uma intensa fluorescéncia verde, a qual € indicativa da marcacao
(presenca) da proteina LC3 pelo anticorpo. Ao igual que o controle negativo (DMSO 1%),
o0 tratamento com o0 6G (100 puM), ndo evidenciou a presenga de LC3, indicando que este
composto de forma individual ndo é capaz de induzir autofagia nas concentracdes e
tempos testados.

Ja na linhagem nédo tumoral de mama MCF-10A exposta ao tratamento
com o SSi6, ndo foi detectada a presenca da proteina LC3, pois ndo houve marcacéo no
citoplasma das celulas (Figura 14B). Neste ensaio também foi realizado o controle de
inibicdo da autofagia (wortmanina 30 uM + 50 uM de SSi6), o qual revelou que a
wortmanina inibe a sinteses da proteina LC3, e consequentemente a marcacao desta pelo
anticorpo, isto demostra definitivamente, que o SSi6 é um indutor do processo autofagico
nas células MDA-MB-231.
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Figura 14 - Efeitos do SSi6 e 6G na inducdo de autofagia através do ensaio de imunocitoquimica. (A) As células MDA-MB-231 e (B) MCF-10A foram tratadas com
as concentragdes indicadas do SSi6 e 6G (100 uM), rapamicina 500 nM (controle positivo da autofagia) e com wortmanina (inibidor da autofagia) 30 UM concomitante
com 50 UM do SSi6 durante 6 horas. As células foram incubadas com anti-LC3B e Alexa fluor 488. As imagens foram capturadas com o ImageXpress micro, escala
da barra= 50 um. As setas indicam a marcacdo da proteina LC3 ap6s incubagdo de rapamicina e SSi6 durante 24 e 6 horas, respectivamente.
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4.6 Ciclo celular

Agentes antitumorais podem induzir a parada do ciclo celular, fornecendo
informacdes especificas sobre seu provavel mecanismo de acdo (VICENCIO etal., 2008).
Existem certas caracteristicas das células apoptéticas que podem ser utilizadas para
distinguir uma populagdo de celulas apoptoticas das saudaveis. Tecnicamente, a
caracteristica mais facil de detectar é a perda de DNA, pois durante o processo da
apoptose ocorre a fragmentacdo do DNA das células. Por este motivo, foi investigado os
efeitos do SSi6 sobre a distribuicdo do ciclo celular em células tumorais de mama da
linhagem MDA-MB-231. As células foram tratadas com SSi6 nas concentracoes
mostradas abaixo, durante um tempo de 24 horas e submetidas a analise por citometria de

fluxo.

Figura 15 - Efeitos de SSi6 na distribuigdo do ciclo celular de células MDA-MB-231. As células
foram tratadas durante 24 horas com as concentragdes indicadas do SSi6 e a distribuigdo das fase
do ciclo celular foi avaliada utilizando citometria de fluxo. (A) Gréaficos de densidade mostrando
a porcentagem de células na fase sub-G1 do ciclo celular. (B) Diagrama de barras representando
a percentagem de células em diferentes fases (sub G1, G1, S e G2) do ciclo celular. Os dados
representam a média + desvio padréo de trés ensaios independentes em triplicata. Os resultados
foram comparados utilizando one-way ANOVA seguida por uma andlise post-hoc de Tukey.
*p<0,05 vs o controle negativo, ** p <0,0001 vs o controle negativo.
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Os resultados mostram que ndo houve diferencas significativas nas fases
Gl, S e G2/M na populacdo e porcentagem das células tratadas com o SSi6
(concentragOes abaixo do ICso) durante 24 horas (Figuras 15A, B). Porém, a analise do
ciclo celular revelou um aumento significativo da fluorescéncia das células na fase sub-
G1 em relacdo ao controle, sendo maior na concentracdo de 25 uM. Este resultado é
importante j& que indica que as células estdo sofrendo o processo de apoptose, impedindo
que as células entrem no ciclo celular. Como descrito anteriormente nos ensaios de
morfologia e AVOs na MDA-MB-231 durante as primeiras horas de tratamento (2 e 6
horas), as células mostram caracteristicas fenotipicas e fluorescentes tipicas, que
provavelmente indiquem que o processo autofagico estd sendo promovido apds o
tratamento com SSi6 (50 e 100 uM). Adicionalmente, no ensaio de morfologia durante
24 horas de incubacdo utilizando as mesmas concentracdes, as células adquirem um
formato circular com perda da densidade celular. Tais alteragdes morfologicas séo
caracteristicas das células que estdo sofrendo apoptose. Portanto, pode ser afirmado
preliminarmente que as células tumorais de mama sofrem autofagia nas primeiras horas

de exposicdo ao SSi6 e, apoptose em tempos maiores de tratamento.

4.7 Determinacdo de taxa apoptdtica com Anexina V por citometria de

Fluxo

Para analisar de forma mais especifica, a inducdo do processo apoptético
pelo SSi6 na linhagem tumoral MDA-MB-231, foi realizado o ensaio de citometria de
fluxo, utilizando os corantes Anexina V e 7-AAD. Este ensaio também foi realizado para
0 6G e utilizando os respectivos controles. A Anexina V, é um corante fluorescente que
se liga a fosfatidilserina externalizada na membrana celular das células apoptoticas
(indicativo de apoptose), enquanto que o 7-AAD, possui uma alta afinidade pelo DNA,
este corante passa livremente ao interior das células que possuem a membrana danificada,
marcando células em necrose. A interpretacdo e analise deste ensaio, é realizada

observando os quadrantes das Figura 16A e B, os quais tem 0s seguintes significados:

Quadrante inferior esquerdo (Q1-LL, lower left quadrant): representa as células viaveis
(Anexina V(-) e 7-AAD(-));

Quadrante inferior direito (Q1-LR, lower right quadrant): representa a populacdo de
células que estdo no inicio do processo apoptético (Anexina V(+) e 7-AAD(-));

Quadrante superior direito (Q1-UR, upper right quadrant): representa a populacdo de
células em apoptose tardia (Anexina V(+) e 7-AAD(+));

Quadrante superior esquerdo (Q1-UL, upper left quadrant): representa a populagédo de
celulas inviaveis, ou seja células em necrose (Anexina V(-) e 7-AAD(+).
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Figura 16 - Efeitos do SSi6 e 6G na inducdo da apoptose em células MDA-MB-231. As células
(1x10°) foram semeadas em placas de 12 pogos e tratadas com concentragdes indicadas de SSi6
e 6G (100 uM) durante (A e C) 6 horas e (B e D) 24 horas. Como controle positivo da apoptose
foi utilizada a camptotecina. Os dados representam a média + desvio padrdo de trés ensaios
independentes em triplicata. Os resultados foram comparados utilizando one-way ANOVA,
seguido por uma analise post-hoc de Tukey. * p <0,001 vs o controle negativo, ** p <0,0001 vs 0
controle negativo.
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Os ensaios foram realizados nos tempos de 6 e 24 horas de forma
independentes. Nestes tempos foi analisado o tipo de morte celular que prevalece em cada
um destes periodos. ApoOs 6 horas de tratamento com o SSi6, a percentagem de células
em apoptose néo foi significativa, tendo um comportamento igual ao controle negativo,
ja que quase toda a totalidade da populacdo celular se encontra no quadrante Q1-LL, (vide
Figura 16A). O anterior também pode ser observado na Figura 16C, em que nenhumas
das concentracdes do SSi6 leva a percentagens significativos de apoptose. Estes

resultados confirmam que durante as primeiras 6 horas de tratamento, as células estdo sob



Resultados 46

um processo autofagico, o que € novamente coerente com o relatado nos resultados dos
ensaios anteriores. Por outro lado, apds 24 horas de tratamento com o SSi6, as células
apresentam um aumento significativo na percentagem de apoptose em relacéo ao controle
negativo, observado pelo aumento da populacdo das células que se encontram nos
quadrantes Q1-LR e Q1-UR (Figura 16B). Isto tambem pode ser corroborado na Figura
16D, indicando entdo, que as células se encontram em sua maioria em um processo de
apoptose tardia. Portanto, o processo predominante no inicio é autofagia, e nas horas
finais de tratamento ha predominancia apoptose.

A incubacdo com o0 6G (100 uM) por 6 horas nao resultou em aumento
significativo de apoptose (todas as células estdo vidveis, vide quadrante Q1-LL), processo
que s6 ocorreu apos 24 horas de incubacdo, quando a porcentagem de células apoptdticas
aumentou em relacdo ao controle negativo. O anterior indica que em tempos maiores, 0
6G também é indutor de apoptose em células tumorais de mama. Finalmente, estes
resultados sugerem que o SSi6, inicia nas células um processo autofagico e, que a
maquinaria celular, ndo conseguindo se reestabelecer, entra em apoptose ap6s 24 horas

de incubacdo.
4.8 PCR em tempo real (QPCR)

Para determinar se 0 SSi6 induz os processos de autofagia e apoptose nas
células tumorais MDA-MB-231, foi analisada a expressao de genes que participam nestes
processos apos a exposi¢do com o SSi6. Este ensaio também foi realizado com o 6G. O
gene que codifica para a proteina LC3B (LC3-11) é normalmente utilizado para estimar a
abundancia de autofagossomos e, portanto, confirma o processo autofagico nas células.
Por outro lado, a proteina caspase-3, é uma proteina chave na indugdo da morte celular
por apoptose.
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Figura 17 - Efeitos do SSi6 e 6G sobre a expressao de genes relacionados a autofagia e apoptose
em células MDA-MB-231. As células foram incubadas com SSi6 (25 e 50 uM) e 6G (50 uM)
durante dois tempos diferentes e em ensaios independentes: (A) 1 hora-6G, 1 hora-SSi6 e 10
horas-SSi6 para determinar a expressdo génica da LC3-Il e (B) 10 horas-6G, 1 hora-SSi6 e 10
horas-SSi6 para avaliar a expressdo do gene da caspase-3. O RNA total foi extraido e os cDNAs
foram sintetizados. A amplificacdo do controle enddgeno (RPI37A) e de cada um dos genes alvo
foi realizada utilizando o equipamento de PCR em tempo real. Os dados representam a média +
desvio padrdo de trés ensaios independentes em triplicata. Os resultados foram comparados
utilizando one-way (ANOVA) e t test. Significancia estatistica: *p <0,05 vs o controle negativo,
** p <0,001 vs o controle negativo, # p<0,01 vs o controle negativo no respectivo tempo, ##
p<0,001 vs o controle negativo no respectivo tempo.

A expressdo génica de LC3-11 ap6s o tratamento com SSi6 (1 e 10 horas)
e 6G (1 hora) é apresentada na Figura 17A. Observa-se que houve uma regulagdo génica
positiva da LC3-1l apds 1 hora de incubacdo com SSi6 nas concentragdes testadas (25 e
50 uM) em relacdo ao controle sem tratamento, porém, isto ndo ocorreu em 10 horas de
incubacdo com a substancia, evidenciando-se pelo contrario, uma reducdo significativa
da expressao do gene LC3-11.

A Figura 17B mostra os resultados da expressao génica da caspase-3 ap0s
0 tratamento com as substancias. Pode-se observar claramente que apds 1 hora de
tratamento com o SSi6, ndo houve uma regulacdo génica positiva, entretanto, no tempo
de 10 horas este gene teve sua expressao regulada positivamente, em relacdo ao controle.
O 6G ndo provocou alteragdo na expressdao génica de LC3-l11 e caspase-3 nas
concentragOes e tempos testados, 0 que esta de acordo com o demonstrado em ensaios
anteriores. Um aspecto importante nestas analises, é o fato de que o SSi6 induz a
expressao destes dois genes, 0s quais sdo de vital importancia nos processos de autofagia
e apoptose, isto comprova mais uma vez, que o SSi6 tem efeitos em induzir ambos

eventos (autofagia e apoptose) nas células tumorais de mama MDA-MB-231.
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4.8 Analise do nivel proteico por western blotting

No ensaio anterior foi determinada a expressdo génica para 0S processos
de autofagia e apoptose, mostrando que o SSi6 induz ambos 0s processos. Neste ensaio,
foram determinados 0s niveis proteicos, associados a esses genes, das isoformas da LC3
(LC3-1 e 1) e da caspase-3 (pro-casp3 e casp3 clivada). Este procedimento denominado
western blotting, foi realizado com o intuito de complementar o mostrado nos ensaios
anteriores, em que se evidencia que acdo conjunta destes dois processos celulares, é
induzida pelo SSi6.

Na Figura 18A, se mostram o0s niveis proteicos das proteinas LC3-1 e 1l
apos a exposicao ao tratamento. Em somente 3 horas de incubagdo com o SSi6 (25, 50 e
100 uM), sdo observados niveis significativos das isoformas LC3-1 e LC3-I1, esta tltima
em niveis menores. Tais niveis sdo diretamente proporcionais as intensidades das bandas
observadas na Figura. Estes resultados foram comparados com o controle endégeno (B-
actina), que é uma proteina cujos niveis permanecem constantes sob as condi¢fes
avaliadas e com os controles negativo (DMSO 1%), positivo de inducdo da autofagia
(rapamicina 500 nM) e de inibicdo da autofagia (wortmanina 30 UM + 100 uM de SSi6).
Apbs 6 horas de tratamento, os niveis proteicos para a LC3-1 e Il, ficaram com valores
muito proximos. O anterior pode ser observado mais facilmente nas Figuras 18C e D, em
que barras do grafico, representam as intensidades dos niveis proteicos de ambas as
isoformas. Este ensaio proporciona uma analise mais quantitativa, para poder afirmar que
nas primeiras horas de tratamento com o SSi6, o processo predominante é o autofagico.

O tratamento das células com 6G (vide Figura 18B), como era de se
esperar, mostrou uma diminui¢do dos niveis proteicos da LC3-1 e Il bastante marcante,
em relacdo aos resultados obtidos com o SSi6. Esses resultados concordam com o que foi
mostrado anteriormente, comprovando mais uma vez que 0 6G, nos tempos e nas
concentracdes testadas neste estudo, ndo induz a expressdo da LC3, e consequentemente,
ndo induz um processo autofagico. Isto também pode ser observado nos graficos de barra
das Figuras C e D descritas acima (vide Figura 16).
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Figura 18 - Efeitos do SSi6 e 6G sobre o nivel proteico da LC3 e caspase-3 em células tumorais
MDA-MB-231. As células foram tratadas por 3 e 6 horas com SSi6 e 6G com as concentracdes
indicadas para a analise por western blotting. (A) Intensidade das bandas da LC3-I e Il tratadas
com SSi6 e com (B) 6G por 3 e 6 horas. (C) e (D) Gréaficos de barras que representam a medida
da intensidade das bandas dos tratamento anteriores. (E) Nivel proteico da caspase- 3 (pro-casp3
e casp3 clivada) tratadas com o SSi6 e 0 6G durante 24 horas. (F) Gréafico de barra representando
a medida da intensidade da banda da pro-caspase-3. Os controles realizados correspondem ao
controle negativo (DMSO 1%), controle positivo de inducdo da autofagia (rapamicina 500 nM-
24 horas), controle de inibicdo da autofagia (wortmanina 30 uM + 100 uM de SSi6-6 horas) e
controle enddgeno (B-actina). Os resultados foram comparados utilizando one-way (ANOVA) e t
test. Significancia estatistica: * p<0,05 vs o controle negativo, ** p <0,001 vs o controle negativo,
*** n<0,0001 vs o controle negativo, ## p<0,001 vs o controle negativo no respectivo tempo.
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De forma paralela, analisou-se o efeito no nivel proteico da caspase-3 apds
24 horas de tratamento com o SSi6 e o 6G (Figuras 18E e F). Conforme pode ser
observado, 0 aumento da proteina pro-caspase 3 (forma inativa) foi significativo com
relacdo ao controle negativo, tanto para 0 SSi6 como para o 6G, porém, ndo foi observado
0 mesmo efeito para a caspase-3 clivada. O anterior pode ser explicado devido a que a
caspase-3 sO se torna funcionalmente ativa para iniciar o processo de apoptose, quando é
clivada em moléculas de aproximadamente 12 KDa. Isto significa que este ensaio néo é
conclusivo em termos de confirmar o processo apoptético nos tempos finais do

tratamento.

4.9 Ensaio de Migracao celular Wound Healing

Os resultados preliminares de morfologia, citotoxicidade celular e ensaio
de formacé&o de col6nias, mostraram que o SSi6 tem potencial anti-proliferativo em baixas
concentracdes e tempos curtos de tratamento nas células tumorais de mama da linhagem
MDA-MB-231. Além disso, como mostrado nos ensaios anteriores, 0 SSi6 mostrou ser
um indutor dos processos de autofagia e apoptose nas células tumorais. Outro ponto
importante que precisa ser estudado, é determinar se o SSi6 interfere nas etapas do
processo metastatico, pois estes ensaios, permitem entender o efeito do SSi6, na migracao
e invasdo celular in vitro.

Dando continuidade a avaliacdo dos efeitos do SSi6 em algumas das etapas
do processo metastatico, decidimos investigar sua acdo sobre a migracdo celular, tendo
em conta que este € o primeiro passo da disseminacao tumoral (metastase). Este processo
envolve uma série de interacdes adesivas e ndo adesivas com a matriz extracelular (MEC),
permitindo chegar até tecidos adjacentes (YAMAGUCHI; WYCKOFF; CONDEELLIS,
2005). Para analisar a agdo do SSi6 na migragdo celular, realizou-se o ensaio de Wound
Healing.

Os resultados das Figuras 19A e B, mostram que a partir de 12 horas de
tratamento, o SSi6 inibe em todas as concentragdes testadas o fechamento da risca, ou
seja, inibe a migracdo celular. Isto é significativo na concentracdo de 18,75 uM. Os
resultados, como observado na Figura, sdo ainda mais marcantes apos 24 horas de
tratamento em relacdo ao controle negativo. Todas as concentragcOes testadas foram
escolhidas em base aos resultados da morfologia celular (vide Figura 8), ou seja, estas

concentracdes ndo provocam alteracdes morfologicas citotoxicas nas células.
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Figura 19 - Efeitos do SSi6 na migracdo de células MDA-MB-231 (ensaio de Wound Healing).
(A) Apds a confluéncia a risca foi realizada no centro do poco e as células foram tratadas com as
concentracgdes indicadas do SSi6. Imagens foram capturadas nos intervalos de 0, 12 e 24 horas
em microscopio invertido. (B) Os resultados sédo expressos em percentagem de fechamento da
risca. A area de fechamento foi calculada com auxilio do software ImageJ. Os resultados foram
comparados por one-way ANOVA, seguida de uma andlise post-hoc de Tukey (*p<0,05 vs
controle negativo, **p<0,01 vs o controle negativo).
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4.10 Invasao celular em Matrigel

A degradacdo da MEC ¢é uma etapa chave na invasdo e a progressao da
metastases. Durante a formacdo da metéstase, ha uma série de barreiras estruturais como
a membrana basal e a MEC, que a célula tumoral deve invadir para alcancar os tecidos
alvos (CLARK; VIGNJEVIC, 2015). Neste ensaio foi avaliado a capacidade do SSi6 em
inibir a invasdo de células MDA-MB-231.

Figura 20 — Efeitos do SSi6 na invasdo de células da linhagem MDA-MB-231. (A) As células
foram plaqueadas, tratadas com as concentragdes indicadas do SSi6 com meio sem FBS em
insertos de invasdo com matrigel e incubadas por 22 horas. (B) Cada uma das membranas dos
insertos foi removida e montada em laminas de microscopia para fotografar cinco campos
representativos de cada concentracdo. O controle (+) corresponde a meio sem tratamento com
FBS, o controle (-) corresponde ao pogo com meio sem tratamento e sem FBS. Os dados
representam a média + desvio padrdo de trés ensaios independentes em triplicata. Os resultados
foram comparados por one-way ANOVA, seguida de uma andlise post-hoc de Tukey (* p<0,0001
vs 0 controle negativo).

A
400
p
= 300
%
()]
- 200+
o
5
E 100+
zZ
0-
FBS + 6,25 12,5 18,75 FBS -
[ [
SSi6 (mM)
B
SSi6 / (M)
FBS (+) FBS () ' 625 12,5 18,75

De acordo com as Figuras 20A e B, o SSi6 inibiu significativamente o
nimero de células invasivas da linhagem MDA-MB-231 em todas as concentracdes

testadas. As percentagens de inibicdo das células invasivas foram de 61, 72 e 85% para
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as concentracdes de 6,25; 12,5 e 18,75 uM respectivamente. Estes resultados foram
comparados com o controle positivo e negativo, os quais sdo constituidos de células sem
tratamento (DMSO 1%). E importante ressaltar, que de forma analoga ao ensaio anterior,
as concentracdes utilizadas ndo alteram a morfologia celular.

Levando-se em consideracdo todos os resultados aqui analisados, 0s
processos de autofagia e apoptose estdo estreitamente relacionados em resposta ao
tratamento com o SSi6, do mesmo modo, esta substancia apresenta uma alta capacidade
para inibir alguns passos da cascata metastatica, principalmente na migracéo e invasao
celular. Em todos esses ensaios, foi possivel determinar que a modificacdo semissintética
realizado sobre 0 6G, e consequentemente o sinergismo resultante de tal modificacéo, foi
o responsavel da melhora significativa observada em todos os ensaios realizados, quando
comparado a atuacao de seus constituintes individuais.

Por estas razdes, esta nova substancia semissintética, apresenta-se como
um candidato potencial a ser estudado, com o intuito de elucidar com maior profundidade
os efeitos e 0s mecanismos de acdo nas células da linhagem MDA-MB-231, em ensaios

in vitro como in vivo.
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5 DISCUSSAO

As células de cancer de mama triplo negativas (TNBC) formam parte de
um subtipo altamente agressivo de cancer de mama, com uma baixa taxa de sobrevivéncia
para os pacientes (ZHANG et al., 2012). Atualmente o tratamento contra este subtipo de
cancer de mama é realizado através de quimioterapia convencional, sendo eficaz apenas
a longo prazo, porém, causando diversas reagdes adversas (GLUZ et al., 2009). Assim, 0
desenvolvimento e identificacdo de novos farmacos antitumorais contra as TNBC,
continua sendo um importante desafio clinico (RAVI et al., 2015).

As propriedades biologicas e farmacologicas de alguns compostos
derivados do gengibre ja estdo bem descritas na literatura. Os gingerois (principalmente
0 [6]-gingerol-6G) sdo identificados como os maiores constituintes dos rizomas da planta.
Neste trabalho, o 6G foi modificado quimicamente como a 2,4-DNFH, a fim de obter um
novo composto semissintético, o SSi6 (VILLALVILLA et al., 2014). Cabe destacar que
ndo ha estudos que demonstrem os efeitos antitumorais desta nova substancia, neste
sentido, a analise de seus efeitos foi realizada tendo como base, trabalhos anteriores que
determinaram as atividades antitumorais do 6G.

Um estudo anterior, realizado por nosso grupo de pesquisa, demostrou que
0 6G, inibiu a proliferacéo celular em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-
231, tendo um valor de 1C50=666,2+134,6 uM, quando comparado com células de
fibroblastos humanos. No mesmo estudo, foram utilizadas outras substancias como o [8]-
e 0 [10]-gingerol, mostrando valores de ICso de 135,6+22,6 uM e 12,1+0,3 pM
(ALMADA DA SILVA et al., 2012). Outros estudos reportados na literatura, mostraram
que o 6G inibiu a proliferacdo de células tumorais de carcinoma epiderméide humano
A531 (NIGAM et al., 2009; PARK et al., 1998), colon HCT-116 (MANJU; NALINI,
2005), hepatico HepG2 (YANG, G. et al., 2010) e células MDA-MB-231 TNBC (LEE,
H. S. et al., 2008). Neste trabalho, demostramos que a modificacdo sintética realizada no
6G, aumentou significativamente a inibicdo da viabilidade celular da linhagem MDA-
MB-231, mostrando um valor de 1Cso de 22,9 uM. A adigéo da 2,4-DNFH ao 6G permitiu
uma melhora de aproximadamente 30 vezes no valor do ICso, em relacdo aos valores
mostrados por Almada da Silva e colaboradores (666,2 uM), para a mesma linhagem de
células tumorais (ALMADA DA SILVA et al., 2012). J&4 em relacdo ao ICso determinado
para 0 6G neste trabalho (404,5 uM), o valor ICso do SSi6 teve uma melhora de
aproximadamente 17 vezes. A discrepancia no valor determinado do ICso para 0 6G neste

estudo, em relacéo ao valor reportado na literatura, pode ser devido a diferencas na pureza
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e procedéncia do 6G e a possiveis diferencas nas condi¢cdes experimentais utilizadas
(equipamentos utilizados e até mesmo a infraestrutura do laboratério de pesquisa etc.)

Numerosos estudos relatam que apoptose e autofagia podem ser induzidos
juntamente por compostos antitumorais (HSU et al., 2009; LEMASTERS et al., 2002).
Estes tipos de morte celular podem atuar em conjunto, e induzir a morte das células
tumorais de uma forma coordenada ou cooperativa. Os resultados obtidos nos
experimentos de avaliacdo do ciclo celular realizados neste trabalho, revelaram de forma
preliminar, que o SSi6 é capaz de induzir a morte celular por apoptose de forma
concentracdo dependente (24 horas de tratamento) em células de TNBC, pois aumentou
significativamente a proporcéo de células na fase sub-G1 em comparagdo com as celulas
sem tratamento. Como € bem descrito na literatura, uma populacdo de células saudaveis
possui um perfil de DNA na fase G1, porém, quando uma populacdo de células possui
um teor reduzido de DNA, devido a fragmentacao do mesmo por um processo apoptotico,
é observada uma diminuicdo do pico da fase G1, e 0 consequentemente aumento do pico
da fase sub-G1, o que indica a ocorréncia de morte celular por apoptose (KAJSTURA et
al., 2007).

Um estudo recente realizado por Wong e colaboradores, mostrou que uma
pequena molécula denominada C1, desencadeia a producéo intracelular de ROS (espécies
reativas do oxigénio), induzindo de forma simultadnea autofagia e apoptose em Vvarios
tipos de células tumorais, inclusive em células de cancer de mama da linhagem MDA-
MB-231 (WONG et al., 2010).

Outro estudo que utilizou células da linhagem MDA-MB-231, mostrou
que o carnosol, um diterpeno fendlico com relatada atividade antioxidante, induz a
coexisténcia de autofagia e apoptose, confirmada pelo aumento da proteina LC3 e a
clivagem da PARP respectivamente. Os autores demonstraram que a inducéo de autofagia
era um evento precoce, detectado dentro de as primeiras 3 horas do tratamento com o
composto, e que subsequentemente, este composto induz apoptose em tempos mais
elevados de tratamento (AL DHAHERI et al., 2014).

Nossos dados mostraram que a incubagdo das células tumorais com
concentracdes de 50 e 100 uM do SSi6, por curtos periodos de tempo (2-6 horas de
tratamento), provoca autofagia, identificada pelo aparecimento de vesiculas
citoplasmaticas caracteristicas deste tipo de morte celular, bem como pela presenca de
AVOs (marcacdo citoplasmatica) e das isoformas da proteina LC3 identificadas por
imunocitoquimica. Além disso, ap6s 1 hora de tratamento, a substancia regulou

positivamente a expressdo dos genes MAPL1LC3 (codificador para as proteinas LC3-1 e
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I1). J& no tempo de 10 horas de tratamento, houve uma expressdao génica positiva para a
proteina caspase-3 (efetora da apoptose), corroborando a literatura descrita acima e
demonstrando que o SSi6 induz autofagia precoce, que culmina em apoptose. O processo
de apoptose induzido pelo SSi6 pode ser explicado no sentido em que a medida que o
tempo de incubacdo aumenta, o dano causado provoca a fragmentacdo do DNA, o que
leva a progressdo da morte celular para apoptose, como demonstrado nos ensaios de ciclo
celular e apoptose por citometria de fluxo.

O ensaio de western blotting foi realizado para confirmar o aumento no
nivel proteico nas células MDA-MB-231 das proteinas envolvidas nos processos de
autofagia e apoptose quando expostas ao SSi6. Isto de fato foi comprovado, para as
proteinas LC3-1 e Il, quando para as células que foram tratadas com o SSi6 (25, 50 e 100
M) durante 3 e 6 horas confirmando novamente que em tempos curtos de tratamento
esta substancia causa autofagia nas células tumorais. No entanto, em tempos maiores de
exposicdo ao SSi6 (24 horas), ndo foi possivel determinar o aumento no nivel proteico da
caspase-3 clivada (forma ativa), a principal caspase efetora envolvida no processo
apoptotico (DUAN et al., 2003; JAKOB et al., 2008; RESENDES et al., 2004) . O
aumento no nivel proteico da caspase-3 clivada era esperado neste ensaio, pois 0S
resultados obtidos nos ensaios prévios apontavam para o desenvolvimento de um
processo apoptdtico nos tempos maiores de tratamento realizados neste estudo. Uma
possivel explicacdo para estes resultados, que em principio demonstram certa
discrepancia, o que também foi descrito por outros pesquisadores, estaria relacionada com
a caspase-7, a qual poderia substituir parcialmente a caspase-3 em células tumorais com
deficiéncia desta proteina (causada por agentes quimioterapicos). Esta substituicdo
parcial ocorreria, pois estas duas caspases compartilham uma sequéncia de
reconhecimento de peptideos, além de possuirem substratos de proteinas endégenas em
comum (LAKHANI et al., 2006; LAMKANFI; KANNEGANTI, 2010; MOONEY et
al., 2002). Por outro lado, outros pesquisadores relatam que a apoptose também pode
ocorrer por meio da ativacdo de outras caspases executoras, como a caspase-7, que pode
ser ativada por um mecanismo independente da via mitocondrial (DAVIDSON et al.,
2005). Um dos substratos essenciais clivados pelas caspases-3 e -7 € a poli-ADP-ribose
polimerase (PARP), uma enzima de ligacdo ao DNA que detecta e sinaliza rupturas
(DECKER; MULLER, 2002). Portanto, um ensaio para a detec¢do dos niveis proteicos
da PARP clivada e caspase-7 poderia complementar as metodologias empregadas neste
trabalho, a fim de confirmar de forma definitiva a inducdo de apoptose pelo SSi6 nas
células MDA-MB-231. Embora este ensaio apresente certas diferencas em relacdo a
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natureza do processo apoptotico induzido pelo SSi6, todos os resultados obtidos nesta
dissertacdo parecem indicar que a morte celular por autofagia é precedida por apoptose
na linhagem MDA-MB-231.

A migracdo e invasdo celular sdo etapas cruciais em muitos eventos
fisioldgicos. No entanto, eles também estdo implicados na fisiopatologia de muitas
doengas, como o cancer (BOZZUTO; RUGGIERI; MOLINARI, 2010). Para expandir-se
pelos tecidos saudaveis, as células tumorais utilizam diversos mecanismos que envolvem
varios atores moleculares. Dentre estes, tém destaque as familias de receptores de adesao,
proteinas do citoesqueleto e as metaloproteinases (MMPS), as quais interagem em um
sistema bastante complexo (FRIEDL; WOLF, 2003). Alguns estudos afirmam que as
MMPs sdo as responsaveis pela extensa degradacdo da matriz extracelular (MEC), além
disso, estas tém sido relacionadas como as controladoras chaves da invasao e metastase
em diferentes tipos de cancer triplo negativo (YOUSEF et al., 2014). Varios estudos sobre
0s modelos de cancer de mama investigaram o impacto do silenciamento génico das
MMPs, mostrando que a supressdo deste grupo de proteases conduz a uma diminui¢ao
significativa da invasdo das células tumorais MDA-MB-231, sugerindo portanto, que as
MMPs sdo um fator importante no comportamento invasor das células (BALDWIN et al.,
2015; DEY etal., 2013; MEHNER et al., 2014). Como relatado por Lee e colaboradores,
o0 tratamento com concentragdes crescentes do 6G, inibe a atividade das proteases MMP-
2 e MMP-9, o que consequentemente bloqueia a migracéo e invasdo celular de células da
linhagem MDA-MB-231(LEE, H. S. et al., 2008). Neste trabalho, demostramos que o
tratamento com o SSi6, inibe marcadamente a migracao e invaséo celular na linhagem
tumoral MDA-MB-231, o qual como explicado acima, deve estar intimamente ligado
com a supressdo de algumas MMPs presentes nas células tumorais.

Por fim, este trabalho apresenta os efeitos de uma substancia inédita, na
inducdo de dois processos de morte celular, autofagia e apoptose, nas células MDA-MB-
231. Este estudo mostra também, com base em todos os ensaios realizados, que o SSi6
apresenta leve toxicidade seletiva para células tumorais, assim como um elevado
potencial antitumoral. No entanto, mais estudos, tanto in vitro quanto in vivo, s&o
necessarios para elucidar de forma completa cada um dos efeitos desta substancia sobre
as células de cancer de mama (MDA-MB-231). Tais estudos poderiam culminar na
obtencdo de um candidato a farmaco antitumoral com potencial de aprimorar a

quimioterapia atual.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho investigou os efeitos do SSi6, uma nova substancia obtida a
partir da modificacdo do [6]-gingerol, nos processos de autofagia e apoptose, bem como
seus efeitos antitumorais em células de tumor de mama triplo negativo da linhagem
MDA-MB-231. Os resultados mostraram que o SSi6 modificou com mais eficacia e
seletividade, a morfologia das células tumorais de mama, quando comparado com as
células ndo tumorais. Ainda, este estudo demonstrou que o SSi6 inibe 0o numero e
tamanho das coldnias das células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-231, em
todas as concentragdes estudadas. Neste estudo foi confirmada a capacidade do SSi6 em
inibir algumas etapas do processo metastatico, como por exemplo a migracdo e invasdo
das células tumorais triplo negativas. Finalmente, foi evidenciado que o SSi6 induz
autofagia em tempos curtos de incubacdo e em seguida, em tempos mais longos, a
apoptose nas células tumorais de mama MDA-MB-231. Estes resultados apontam para a
necessidade de estudos mais detalhados desta substancia, visando sua futura aplicacdo na

quimioterapia atual.
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