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Resumo

O cancer, a segunda doenga que mais mata no mundo, ¢ o nome dado a um conjunto de
mais de 100 doengas que t€ém em comum o crescimento desordenado de células, que
invadem tecidos e orgdos. Tal fenomeno ocorre por varios motivos, dentre eles,
alteragdes no DNA que podem ser causadas por diversos fatores como estresse oxidativo,
exposicdo a radiagdo solar e tabagismo, entre outros. Muitos esforgos estdo sendo
empregados na busca de tratamentos que possam prolongar a vida de um paciente ou até
mesmo curar em definitivo a doenca. Nesta busca, muitos compostos quimioterapicos
vém sendo desenvolvidos na tentativa de combater os diversos os tipos de cancer. Dentre
tais compostos varios foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de produtos
naturais, derivados de plantas ou de compostos bioativos como a camptotecina, extraida
da casca da planta Camptotheca acuminata e o taxol, derivado da Taxus brevifolia. Os
flavonoides formam um grupo de metabdlitos secundarios, os quais pertencem a classe
dos polifenois. Eles sdo encontrados em diversas espécies de plantas, especialmente em
frutas, sementes e flores. Muitos deles foram descritos como tendo alta capacidade
antioxidante, anti-inflamatoria, antialérgica, hepatoprotetora e antitumoral. Os principais
grupos derivados dos flavonodides sdo: os flavanois, flavondis, isoflavonas, antocianidinas,
flavononas, e flavonas. A naringenina pertence ao grupo das flavononas comumente
encontradas em frutas citricas e j4 demonstrou, em estudos anteriores, possuir uma a¢ao
antitumoral. Para tornar mais efetiva a acdo destes compostos, muitos t€m sido ligados a
complexos metalicos o que, por diversas maneiras, aumenta a citotoxidade dos mesmos.
Um dos maiores desafios para campo de estudo do céncer estd em obter um composto
quimioterapico que seja citotdxico somente para células tumorais e que tenha menores
efeitos colaterais comparados com os farmacos utilizados atualmente. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar e comparar o efeito citotoxico da naringenina e da
naringenina complexada com cobre e 2,2’-bipiridina, na linhagem de céncer de mama
triplo-negativo MDA-MB-231 e compreender alguns dos mecanismos de acdo molecular

envolvidos.



Abstract

Cancer, is the name given to a set of more than 100 diseases that have in common
the uncontrolled growth of cells that invade tissues and organs. It is occurs for
several reasons, among them changes in DNA that may be caused by many
factors such as oxidative stress, exposure to sunlight and smoking. Many efforts
are being made in the search for treatments that may prolong a patient's life or
even cure of the disease. In this quest, many chemotherapeutic compounds have
been developed in an attempt to combat the different types of cancer. Among
these various compounds were developed directly or indirectly from natural
products derived from plants or bioactive compounds such as camptothecin,
extracted from the bark of Camptotheca acuminata plant and taxol derivative of
Taxus brevifolia. Flavonoids are a group of secondary metabolites, which belong
to the class of polyphenols. They are found in several species of plants, especially
in fruits, seeds and flowers. Many of them were described as having high
antioxidant, anti-inflammatory, antiallergic, hepatoprotective and antitumor
capacity. The main groups are derived from flavonoids are: flavanols, flavonols,
isoflavones, anthocyanidins, flavonones, and flavones. The naringenin belongs to
the group of flavonones commonly found in citrus fruits and has shown in
previous studies to possess anti-tumor action. To make more effective the action
of these compounds, many have been linked to metal complexes which increases
the cytotoxicity of the same. One of the biggest challenges in the field of cancer
research is to obtain a chemotherapeutic compound that is cytotoxic to tumor
cells only and has fewer side effects compared to drugs currently used. Thus, the
aim of this study was to evaluate and compare the cytotoxic effect of naringenin
and naringenin complexed with copper and 2,2 '-bipyridine, in triple-negative
breast cancer cell line, MDA-MB-231 and understand some of the mechanisms

molecular action involved.
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1. Introducéo

1.1. O cancer

O céancer ¢ o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em
comum o crescimento desordenado de células, que invadem diferentes tecidos e 6rgaos.
Esta doenga ¢ a segunda maior causa de morte no mundo precedida apenas por mortes

decorrentes de doengas cardiacas[1].

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que em 2030 o cancer sera
responsavel por 13,1 milhdes de mortes em todo o mundo. No Brasil, as estimativas
para 2010 foram de mais de 480 mil novos casos, ja para 2012 estas estimativas
apontaram para a ocorréncia de aproximadamente 520 mil novos casos de cancer [1, 2].
Para 2014 estima-se que somente nos Estados Unidos sejam registrados em torno de
1.665.540 novos casos de cancer e um total de 585.720 mortes causadas pelo cancer [3].
Entre os homens europeus e asiaticos o cancer de pulmao ¢ o mais comum, ja o cancer
de prostata ¢ mais incidente na América do Norte, América do Sul e Australia.
Entretanto, entre as mulheres em quase todas as partes do mundo o tipo de cancer mais
comum ¢ o cancer de mama [4]. No Brasil, a exce¢do do cancer de pele do tipo nao
melanoma, os canceres de prostata e pulmao, para o sexo masculino, ¢ de mama e colo
do utero, no sexo feminino sdo os de maior incidéncia, o que acompanha o mesmo perfil
de magnitude observada no mundo, sendo que nas mulheres, o cancer de mama € o mais
incidente 52 casos a cada 100 mil mulheres [1]. No ano de 2008 aproximadamente 1,4
milhdes de mulheres no mundo todo foram diagnosticadas tendo cancer de mama, sendo
que no mesmo ano 459 mil mortes foram registradas e atribuidas ao cancer de mama [5].
Estima-se que nos Estados Unidos uma cada oito mulheres irdo desenvolver cancer de
mama ao longo de suas vidas, sendo que em 2013 foram registrados 232.340 novos

casos de cancer de mama e o mesmo provocou 39.620 mortes [6].

Na tentativa de conter estes numeros, diversas pesquisas estdo em andamento
para desenvolver novas moléculas bioativas. Porém, existem varias dificuldades a
transpor, como o fato de um agente antitumoral ter preferencialmente que atuar
seletivamente matando ou inibindo o crescimento das células neoplasicas e sem afetar
as células normais. Contudo, a maioria dos farmacos utilizados atualmente na
quimioterapia causam danos no DNA, tanto das células tumorais, como também das

células normais, levando a morte das células de rapida divisdo, causando os indesejaveis
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efeitos colaterais associados. Tais efeitos decorrem da alta toxicidade dos
quimioterapicos atuais, como por exemplo, a doxorrubicina, que ¢ um antibidtico
produzido por bactérias e amplamente utilizado contra diferentes tipos de cancer. A
doxorrubicina atua em células tumorais intercalando o seu DNA, porém, este farmaco
também apresenta um efeito cardiotdxico [7-9] degradando proteinas do citoesqueleto
da célula cardiaca. Atualmente, técnicas quimioterapicas utilizadas ndo sdo capazes de
erradicar todas as células neoplasicas do tumor, pois, apenas destroem uma parte das

células que foram expostas ao tratamento [10].

O cancer ¢ uma doenca extremamente heterogénea, sendo que os tumores em
diferentes tecidos apresentam caracteristicas muito distintas envolvendo uma série de
multiplas alteragdes nas vias de sinalizagdo como, por exemplo, vias de sinaliza¢do
ligadas ao ciclo celular, fatores de crescimento, angiogénese e nas vias que controlam os
processos de migragdo celular [11]. A transformacao celular, ou seja, o processo no qual
uma célula normal ¢ transformada em uma célula maligna, acontece ap6s uma série de
mutagdes acumuladas, bem como ap6s mudancas genéticas e epigenéticas que ativam
oncogenes ou diminuem a expressao de moléculas supressoras tumorais ou ainda, levam
a expansdo clonal descontrolada [11]. Uma célula tumoral pode apresentar
caracteristicas como capacidade de migrar, invadir tecidos através da membrana basal e
vasos sanguineos, aumentar a sinalizacdo para proliferacdo, proliferar sem limites,
ignorar sinais inibitérios para proliferacdo, secretar fatores para promog¢ao da

angiogénese, entre outros [11, 12].

O processo de formacao de metastases ¢ também muito complexo e consiste de
eventos inter-relacionados, que podem ser resumidos nos seguintes passos: (1) Apos a
malignizagdo, o crescimento celular ¢ progressivo e os nutrientes necessarios para a
expansao do tumor sdo fornecidos por difusdo simples do microambiente local (2).
Quando o tamanho do tumor excede 1-2 mm, inicia-se a forma¢do de novos vasos
sanguineos (angiogénese), com a sintese e secre¢do de fatores pro-angiogénicos (3).
Ocorre invasdo das células tumorais no tecido adjacente, através de diversos
mecanismos. (4) As células tumorais entram na circulagdo sanguinea ou linfatica. (5) A
maioria das células ¢ destruida na circulagcdo, entretanto algumas sobrevivem e
extravasam pelos capilares de orgaos distantes do sitio inicial. (6) A proliferagdo das
células em tais 6rgdos completa o processo metastatico, juntamente com a formagao de

novos vasos e a capacidade destas células de escapar do sistema de defesa do
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hospedeiro [13, 14]. Neste sentido, compostos que atuem sobre estas vias em células
tumorais representam, portanto alvos terapéuticos para a regressao tumoral podem ser

de grande utilidade na terapia antitumoral (Figura 1).

Protegdo contra apoptose Proliferagao

\
S & °
Quimicos ‘?{5 6&\0
R 23
Radiagao A
1 2
Virus ww?s'u -— -
Célula Mutagdo Migrago/Evaséo
P
i Célula e
tumoral oy
<
Ga
Angiogénese l

Inibigéo Imune | O I

Figura 1. Alvos terapéuticos para regressdo tumoral. Extraido e modificado de [12].

Outra razdo para se desenvolver alternativas para tratamento de cancer ¢ que
alguns tipos de tumor, incluindo o cancer de mama, desenvolvem resisténcia a
quimioterapia [15] por meio de alteragdo do metabolismo ou diminui¢do da captacdo da
droga. Somado a isto, ¢ importante ressaltar que exitem trés subtipos de tumor de
mama: positivo para receptor de progesterona (PG-positivo) receptor do fator de
crescimento epidermal humano (HER-2-positivo) e o cancer de mama triplo negativo
(TNBC) o qual ndo expressa receptores de progesterona, estrogeno e HER-2 [16], pelos
quais agem o0s principais tratamentos quimioterdapicos. O cancer de mama triplo

negativo compreende a aproximadamente 15-20% de todos os casos de cancer de mama

[17].
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1.2. Produtos naturais com atividade antitumoral

A Natureza ¢ uma fonte importante de agentes que podem servir de base para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Entre os anos de 1785 e 1928 o enorme
impacto da descoberta de produtos de origem natural, tais como os cardiotdnicos,
extraidos a partir da planta Digitalis purpurea, o acido salicilico, extraido da casca de
plantas do género Salix sp., a morfina, extraida da papoula (Papaver somniferum) e o
antibiotico penicilina, extraido do fungo Penicillium chrysogenum, como fontes de
novas drogas para o tratamento de diferentes doencas, corroboraram para o surgimento
da industria farmacéutica moderna. A partir de entdo as empresas farmacéuticas vém
desenvolvendo um niamero significativo de novos medicamentos eficazes no tratamento

de uma variedade de doengas [18, 19].

Especificamente em relagdo ao desenvolvimento de novas drogas antitumorais
derivadas de produtos naturais ou metabdlitos bioativos de diferentes fontes, um grande
esfor¢o tem sido realizado por parte de diferentes laboratérios de centros de pesquisa
mundiais. Cerca de 60% das drogas em fase de avaliagdo clinica para o tratamento de
varios tipos de cancer sdo provenientes de produtos naturais ou seus derivados [20, 21].
De acordo com uma revisdo feita entre os anos de 1981 até 2006, cem novas entidades
quimicas com atividades antitumorais foram introduzidas e destas, 63% representam
produtos naturais ou compostos que de alguma forma sdo derivados de produtos
naturais [22] (figura 2). Expresso em propor¢ao a substancias ndo-bioldgicas e vacinas,
este valor aumenta para 77,8%, demonstrando a grande importancia destas substancias
na area de descobrimento de novas drogas. Este estudo cita ainda a significativa
expansdo da explora¢do de fontes naturais na busca por novos compostos eficazes na

terapia antitumoral e de uma variedade de outras doencas [22, 23].
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Figura 2: Novas entidades quimicas desenvolvidas entre janeiro de 1981 e junho de 2006 por fonte (N=
1184).ND, derivado de produtos naturais com modificagdo semissintética. S, droga totalmente sintética,
sintetizada a partir de modificacdo de um agente ja existente. N, produtos naturais. S*, totalmente
sintética, porém, o farmacéforo foi ou ¢ derivado de produto natural. B, bioldgico, normalmente peptideos
ou proteinas isolados de organismos ou linhagens celulares ou produzidos por meios biotecnologicos. NM,
mimetiza produtos naturais. V, vacinas. *Extraido e modificado de [22].

1.3. Flavonoides com atividade antitumoral

Os flavonoides sdo compostos polifenoicos formados por seis grupos, Flavan-3-
ols (flavonois), flavononas, flavonas, isoflavonas, flavondis e antocianinas, os quais sdo
diferenciados dependendo de suas ligacdes quimicas [24]. Devido a sua capacidade de
se ligar grupos hidroxilas e carbonilas em seus trés anéis, ja foram identificados mais de
5.000 diferentes moléculas de flavonoides, sendo estas presentes em abundancia
principalmente em frutas, legumes, vegetais, nozes e castanhas, assim como em
algumas bebidas como diferentes tipos de cha (folhas de ervas) e o vinho tinto [24, 25].
A quantidade de flavonoides presente nos alimentos pode variar entre quantidades
elevadas como no vinho tinto, chés, soja e algumas nozes e castanhas, ou baixas

quantidades como ¢ o caso das cenouras € no cantalupo, uma espécie de meldo (tabela

).

Flavonoides sao compostos que apresentam alta atividade antioxidante, antiviral,
antialérgica, anti-inflamatoria e antitumoral [24, 26, 27] assim como propriedades
quelantes, ou seja, se ligam facilmente a metais como o cobre (Cu), zinco (Zn), cobalto

(Co), niquel (Ni), manganés (Mn), ouro (Au) entre outros [28]. Estes complexos
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metalicos tém demonstrado uma maior citotoxicidade em células tumorais in vitro e in

vivo, em modelos animais de cancer [29-31].

A naringenina pertence ao do grupo das flavononas e ¢ encontrada em
abundancia em frutas citricas principalmente na casca da laranja e teve sua atividade
antitumoral testada in vitro e in vivo [32-37]. Sua atividade em diferentes tipos de
células tumorais também foi testada isoladamente ou complexada com atomos de cobre,
demonstrando que a naringenina ¢ capaz de inibir a proliferag@o celular e esta atividade

foi acentuada quando complexada ao cobre [33].

Tabela 1: Alimentos e suas quantidades de flavonoides por porgéo.

Alimento mg/por¢ao Alimento mg/por¢ao
Ché preto Maca

Flavan-3-ols 16,5 — 7882 Flavan-3-ols 4,1-91,5

Flavondis 3.54 -59,0 Flavonois 4,5-299
Ché verde Laranja

Flavan-3-ols 14,6 —1283,8 Flavanonas 63,0 — 80,7

Flavonois 11,8142 Flavondéis 0-0,8
Vinho tinto Tofu

Flavan-3-ols 23,9 -178,7 Isoflavonas 13,4 - 3248
Antocianinas 3,5-114,8

Flavonois 3,0-23,1
Améndoas Chocolate preto

Flavan-3-ols 1,1-2,5 Flavan-3-ols 110,5-367,0

Flavonais 0,5-1,5 Flavondéis 25
Nozes Espinafre

Flavan-3-ols 5,0 Flavonois 33,6 -288.4
Avelas

Flavan-3-ols 5,7

Cha, 236,6 ml por porgdo. Vinho 156 ml por por¢do. Castanhas 30g por porgdo. Frutas 150g por porgdo. Vegetais

100g por porgao

1.4. *Extraido e modificado de [24]Atividades terapéuticas do cobre
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Em 1965, Barnett Rosenberg, ao pesquisar o efeito do campo elétrico no
crescimento de bactérias [38] observou uma diminuicdo da proliferacio das mesmas.
Este efeito era causado pela presenga de um composto que se formava devido uma
reagdo in Situ entre a platina presente no eletrodo utilizado ¢ a amdnia presente no meio
de cultura. Tal composto foi descrito mais tarde por Rosenberg et al. como a cisplatina
[38]. Apos apresentar o mesmo efeito em células tumorais de camundongos, Sarcoma
180 [39], este foi o primeiro complexo metalico a ser utilizado no tratamento do cancer.
Além da cisplatina, também sdao utilizados na quimioterapia a carboplatina e
oxaliplatina [40, 41]. Desde entdo, ha uma constante busca por metais ou complexos
metalicos que possam ser utilizados como agentes quimioterapicos € que apresentem
menores efeitos colaterais. Dentre tais compostos, ja foram testados o ruténio (Ru),
ferro (Fe) e cobalto (Co), cobre (Cu), prata (Ag) e ouro (Au) [16, 42-44]. Tais metais de

transicao t€ém demonstrado melhorar a atividade antitumoral de diversas substancias.

O cobre que ja foi utilizado para confec¢do de adagas, pontas de flechas e pelos
egipcios para esterilizar a dgua [45] ¢ também um metal essencial para diversas fung¢des
fisiologicas e pode ser facilmente encontrado na alimentacdo como em graos, nozes,
mariscos ¢ figado [46]. Este influencia a atividade de diversas enzimas como,
ceruloplasmina, citocromo oxidase, tirosinase entre outras. Estas enzimas sdo essenciais
para a respiracao celular, defesa contra radicais livres, sintese de melanina, formagao de
tecido conectivo e metabolismo do ferro [46]. A deficiéncia de cobre no organismo
pode causar doengas severas como neutropenia, anormalidades Osseas e esta relacionada
com a alta incidéncia de infec¢des e osteoporose [16]. Quando ligado em outras
estruturas moleculares o cobre também aumenta a solubilidade em 4gua e estabilidade
da estrutura, previne a interacdo de aminas com espécies ndo desejadas bloqueando
ligacdes de hidrogénio [47]. Ullah e colaboradores demonstraram que o cobre quando
ligado a alguns compostos como a genisteina pode induzir um aumento de EROS
(espécies reativas de oxigénio) estimulando um efeito préd-oxidante podendo
eventualmente induzir a apoptose em células de cancer de mama da linhagem MDA-

MB-231, MDA-MB-468 [48].

Estudos anteriores demonstraram que NGEN apresenta atividade citotoxica ou

inibitéria quando testada em diferentes linhagens celulares, como melanoma B16,
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cancer de mama MCF-7, cancer de pancreas aspc-1 e hepatocelular [36, 37, 49-51]. O
aumento dos efeitos antitumorais de complexos de Cu(Il) com diferentes compostos
também ja estdo bem estabelecidos na literatura [52-57] principalmente por possuirem
potenciais redox biologicamente acessiveis e relativa afinidade nucleobase elevada [58].
Porém, poucos estudos demonstraram o efeito da complexagdo de NGEN com
complexos metalicos como o Cu(Il) em células tumorais [33, 59, 60].

Um unico estudo apresentou os efeitos citotoxicos da NGEN complexada com
Cu(ll) em células tumorais [33]. Foi demonstrado neste trabalho que o Cu(Il)
complexado com NGEN apresentou efeito inibitorio significantemente maior sobre
células de carcinoma hepatocelular HepG2 do que quando comparado com NGEN. Os
efeitos citotoxicos do Cu(Il) complexado com NGEN em células de cancer cervical,
HelLa e cancer gastrico SGC-7901 foram similares ao efeito de NGEN. Lee e
colaboradores [61] testaram alguns derivados de NGEN em células de cancer de colon
RKO, o 7-O-benzyl naringenin (KUF-1) e o 7-O-(m-metoxybenzyl) naringenin (KUF-2)
apresentaram um ICs, respectivamente de 10 e 15uM e para a NGEN 150uM, ou seja,
um aumento de 10 vezes na capacidade de inibir o crescimento tumoral de células RKO.
No presente estudo a NGEN foi capaz de inibir a proliferacdo de células tumorais de
cancer de mama da linhagem MDA-MB-231 apresentando um ICsy de 342,4uM,
enquanto a NGEN complexada com Cu(Il) e Bipy (NGENCuB) também foi capaz de
aumentar sua atividade antitumoral em aproximadamente 10 vezes, com ICsy de

32,76uM.
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2. OBJETIVO

2.4. Objetivo geral

A- Avaliar e comparar o efeito da complexagdo da naringenina com cobre e 2,2’-
bipiridina sobre diferentes atividades em células de tumor de mama triplo

negativo da linhagem MDA-MB-231.

2.5. Objetivos especificos

A- Avaliar e comparar o efeito citotoxico e citostatico da naringenina e da
naringenina complexada com o Cu(Il) e a 2,2’-bipiridina na linhagem MDA-
MB-231 através de ensaios de morfologia celular, formacdo de coldnias e de
viabilidade celular.

B- Identificar alguns dos mecanismos biologicos envolvidos na atividade
antiproliferativa dos compostos estudados através de ensaios de migracao celular
e atividade de MMPs, bem como através de estudos dos mecanismos
apoptdticos, por meio de fragmentacdo de DNA, citometria de fluxo ¢ PCR em

tempo real.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Compostos

Os produtos naturais utilizados neste estudo sdo derivados de flavonoides
extraidos da laranja e ligados a complexos metalicos. Estes compostos foram cedidos
pelo Laboratorio de Produtos Naturais, coordenado pelo Prof. Dr. Jodo Batista
Fernandes, do Departamento de Quimica da UFSCar (DQ) da Universidade Federal de
Sao Carlos (UFSCar) e foram sintetizados pelo aluno Dr. André Sarria. O flavonoide, a
Bipy e o CuCl, (cloreto de cobre) utilizados para a semi-sintese do composto foram
adquiridos através da empresa Sigma-Aldrich Os compostos em questdo foram a
naringenina (NGEN) e a naringenina complexada com Cu(ll) e 2,2’-bipiridina

(NGENCuB), a formula da reagdo esta representada na figura 3.

AN _COH
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Figura 3: Estrutura da molécula de naringenina (NGEN) e da molécula da naringenina complexada com
cobre II e a bipiridina (NGENCuB).

3.2. Cultura celular

Para este estudo foram utilizadas células da linhagem MDA-MB-231 de cancer
de mama que foram obtidas do Laboratorio de Biologia do Envelhecimento (LABEN)
sob a responsabilidade da Prof.* Dr* Marcia Regina Cominetti e cultivadas em meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contendo 10% de soro fetal
bovino (FBS). As células foram mantidas em estufa umida com 5% de CO, com
temperatura constante de 37°C para serem utilizadas nos experimentos ou para cultivo.

As passagens celulares foram realizadas por tripsinizacdo, que ocorre por incubagdo
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com 2 ml de solu¢do de tripsina (0,1% em PBS) em estufa iimida com 5% de CO, a
37°C durante 5 minutos. Foi adicionado 2 ml de meio de cultura completo para parar a
reacdo e centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. As células foram ressuspendidas em

meio de cultura e utilizadas com a finalidade desejada.

3.3. Citotoxicidade e proliferacao celular — medida pelo método do MTT

A citotoxicidade e o efeito dos produtos utilizados neste estudo sobre a
proliferacdao celular foram determinados através do uso do reagente MTT [3-(4,5-
dimethylthiozol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] conforme descrito
anteriormente [62]. Para tal, as células foram preparadas na concentragio de 5x10°
c€lulas/200ul em meio DMEM adicionado de 10% de FBS e plaqueadas em placas de
96 pogos estéreis (Corning), apos seis horas, periodo necessario para a adesdo das
células no fundo dos pocos, o meio de cultura com FBS foi retirado e no lugar
adicionou-se meio de cultura sem FBS (starvation). As células foram mantidas em
estufa durante um intervalo de 14 horas para que todas as células estivessem com seu
ciclo celular sincronizado. Ao final do starvation, o meio de cultura foi retirado dos
pocos ¢ adicionado meio novo com as concentragdes de 1,9 - 1000uM de NGEN,
NGENCuB, Bipy ¢ CuCl, em meio completo (com a presenga de FBS). As células
foram incubadas por 48h nas mesmas condigdes descritas acima e a medida da
proliferacdo celular foi realizada em comparacdo ao controle, pocos onde somente meio
com FBS foi adicionado. Apds o tempo de incubagdo, o meio de cultura de cada pogo
foi removido e uma solucao contendo MTT (2,5mg/ml) foi adicionada (50ul/poco). As
placas permaneceram durante 4h em estufa a 37°C e em seguida, os cristais formados
foram diluidos em isopropanol. A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de placa
de ELISA (Labtech LT4000) em comprimento de onda de 540nm. Como controle
positivo destes ensaios foi utilizado a doxorrubicina, uma molécula com atividade

antibiotica e antitumoral.
3.4. Formacéo de Colbnias
As células MDA-MB-231 (3x10?) foram semeadas em placas de 60mm. No dia

seguinte, o meio de cultura foi removido e adicionou-se meio completo com 1, 10 e

100uM de NGEN, NGENCuB, Bipy e CuCl,. As células foram mantidas em estufa a
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37°C e 5% CO, por 48h. Decorrido o tempo de incubagdo, o meio foi removido e as
células foram gentilmente lavadas com PBS. Em seguida, foi adicionado DMEM
contendo FBS a 10% e as placas foram incubadas por mais 10 dias em estufa a 37°C e
5% CO,. No décimo dia, o sobrenadante foi descartado e as células foram fixadas com
uma solucao metanol e acido acético (3:1) durante cinco minutos e em seguida, coradas
com uma solugdo de metanol e cristal violeta a 5%.

As colonias foram contadas e seu tamanho foi medido com auxilio do software

Imagel, a eficiéncia de plaqueamento foi calculada utilizando a seguinte formula:

Ep = no. de colonias formadas

x (100)

no. de células semeadas

3.5. Morfologia Celular

Para analisar a alteracdo morfologica causada nas células pelos compostos, as
células (5x10%) foram plaqueadas em placas de 12 pogos e incubadas por 24h. No
segundo dia foi adicionado meio de cultura completo contendo o produto natural nas
concentragdes de 1, 10 e 100uM de NGEN e NGENCuB. Para andlise da morfologia
celular, fotos em 24, 48 ¢ 72h foram tiradas como auxilio de uma camera (Moticam,

1000-S) acoplada ao microscépio (Nikon, T5100).

3.6. Migracéo celular
3.6.1. Wound Healing

Os ensaios de migracao celular foram realizados como descrito anteriormente
[63]. Monocamadas confluentes de células tumorais e normais foram crescidas em
placas de 6 pogos e em seguida, uma abertura retangular foi realizada na porc¢do central
de cada pogo, com auxilio de uma ponteira estéril formando uma ferida. Os restos
celulares e as cé€lulas desaderidas foram lavadas com PBS e incubadas com meio de
cultura com FBS a 10% e NGEN ou NGENCuB nas concentragdes de 1, 10 e 100uM e
controle (somente DMEM contendo FBS 10%). Imediatamente apds serem aplicadas as

concentragdes de cada composto, foram registradas duas imagens da ferida em cada
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poco com o auxilio de uma camera acoplada ao microscopio. As placas retornaram a
estufa e foram incubadas a 37°C e 5% CO,. As imagens foram registradas no tempo
zero e ap6s 6, 12, 24 e 48h de incubagdo. Para garantir a fidedignidade do experimento,
todas as imagens foram registradas no mesmo local, para isto foram feitas marcagdes na
parte externa de cada pogo. A distancia média da area interna até a regido externa da
regido raspada foi determinada como a % de fechamento, quantificada em dois
diferentes pontos por pogo, com o auxilio do software Image J e calculada utilizando-se

a seguinte formula:

(Ar=on — A¢=nn)
(Ar=on)

% de fechamento = x (100)

3.6.2. Determinagao da atividade de MMPs

A atividade das MMPs (metaloproteinases de matriz) foi medida através de
ensaio de zimografia. Um ensaio de migracao celular foi realizado como descrito acima,
porém as células foram incubadas por 24h em meio sem soro nas concentragdes de 1, 10
e 100uM de NGEN e NGENCuB. Apdés 24h o sobrenadante foi removido e
centrifugado a 1200rpm para a remog¢ao de possiveis células ou restos celulares. Com
auxilio do kit BCA® (Thermo) foi realizada a quantifica¢do proteica para que a mesma
quantidade de proteina pudesse ser aplicada em gel de SDS-PAGE 10%. Em cada pogo
foi adicionado 8ug de proteina. A corrida de eletroforese foi realizada a 75mV em cuba
de eletroforese (BioRad) na geladeira. Ao fim da corrida o gel foi lavado duas vezes por
20 minutos em solucdo de lavagem contendo 2,5% triton-x e em seguida incubado por
22h em tampao de incubagdo. Apds a incubagdo o gel foi corado com comassie blue e
em seguida utilizou-se solucdao descorante para visualizagdo das bandas. Uma imagem
do gel foi registrada com o auxilio do aparelho Chemidoc (BioRad) e a quantificagdo

das bandas foi realizada com o software Image J.
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3.7. Apoptose
3.7.1. Citometria de Fluxo

A atividade apoptodtica dos compostos foi analisada através de citometria de
fluxo, com a utilizag¢do do kit PE Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences)
conforme instrugdes do fabricante. As células em cultura (1x10°) foram tratadas com 1,
10 e 100uM de NGEN ou NGENCuB por 48h, centrifugadas a 1000rpm por Smin,
lavadas com PBS e ressuspendidas em 100uL de tampao de ligagao, proveniente do kit.
As células foram incubadas com Syl de PE Anexina V e 5uL de 7-Aminoactinomycin
D (7-AAD), por 15min protegidas da luz e em seguida adicionadas a tubos especificos
para citometria contendo tampao de ligagdo. A leitura foi realizada em citometro de
fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) e a fluorescéncia emitida por cada corante foi

quantificada através do software BD CSampler™ (BD Biosciences).
3.7.2. Andlise da morfologia nuclear

Células MDA-MB-231 foram semeadas na concentracao de 1X105/p0(;o em
placas de 12 pogos sobre uma laminula circular de 15mm e mantidas a 37°C com 5% de
CO; durante 24h. No dia seguinte, as c€lulas foram tratadas com 1, 10 e 100uM de
NGEN e NGENCuB e incubadas novamente por 24h. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS e fixadas com metanol e entdo coradas com 30nM DAPI (Life
Technologies) em meio DMEM sem FBS por 10 min. As laminas foram preparadas e as
imagens foram capturadas com a utiliza¢do do software CoolSNAP, Image Pro Plus, 4.1
(Media Cybernetics), acoplado com um microscopio de epifluorescéncia Olympus

BX50 (Olympus Corporation), com os filtros apropriados.

3.8. Anélise de expressao génica

Para verificar a expressdo de genes relacionados a apoptose, através de PCR em
tempo real, as células tumorais (1x10°) foram semeadas em placas de 60mm e entdo
tratadas com 1, 10 e 100uM de NGEN e NGENCuB por 48h. Apos este periodo, as
células foram lizadas com Trizol® (Invitrogen) e o RNA total das células foi isolado,
como descrito pelo fabricante. Em seguida, o RNA das amostras foi quantificado no

equipamento Nanodrop (Thermo Scientific) e a integridade das mesmas foram
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verificadas em gel de agarose-formaldeido 1% corado com brometo de etideo. As
amostras de RNA foram entdo tratadas com DNAse (Promega) para eliminar qualquer
DNA contaminante. O RNA total (2pg) foi reversamente transcrito em cDNA
utilizando-se o kit Enhanced Avian First Strand Synthesis (Sigma Aldrich). O cDNA foi
estocado a -20°C até o momento do uso. A reacao de PCR em tempo real foi realizada
seguindo instrugdes do kit Sybr Green (Sigma Aldrich). Os primers utilizados para

amplificacdo dos genes relacionados a apoptose estdo descritos na tabela 2:

Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados para o ensaio PCR em tempo real.

Gene Sequéncia Forward Sequéncia Reverse

Caspase-8 GGATGAGGCTGACTTTCTG | CTGGCAAAGTGACTGGAT G

Caspase-9 GCCTCAATGCCAGTAACG GTTGTCAGGCGAGGAAAG

Bcl-2 CGGGATTCACAGAGTATTTG | GGCTGGGCACATTTACTG

3.9. Analise estatistica

Cada experimento foi repetido trés vezes em triplicata e o desvio padrdo
calculado. Teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar a normalidade dos dados.
Os resultados foram comparados estatisticamente utilizando ANOVA. Quando houve
diferenca significante no teste ANOVA (valor de P < 0,05), foi realizado o pds-teste de
Tukey para determinar diferengas entre as amostras. Os dados foram analisados com o

auxilio do software de estatistica Graphpad (versdo 6.0; GraphPad software).
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4. RESULTADOS
4.1. Morfologia Celular

Os resultados obtidos mostram que a NGEN nas concentragcdes de 1, 10 e
100uM nao alterou a morfologia das cé¢lulas MDA-MB-231 nos tempos de 24, 48 e 72h
(figura 3) quando comparadas com as células ndo tratadas (controle). Por outro lado,
quando NGENCuB na concentragdo de 100uM foi incubado por 72 horas com as
células MDA-MB-231, pode-se observar grandes alteragdes morfologicas com o
surgimento de células em um formato circular, indicando possivel morte celular (Figura
3). Também ¢ possivel observar que a incubagdo das células com 100uM de NGENCuB
resulta em um nimero menor de células apds 48 e 72h de incubagdo, quando comparado
com o controle nos mesmos tempos. Estes resultados demonstram que NGENCuB ¢
capaz de alterar a morfologia celular de maneira mais efetiva comparado com a NGEN

e com células controle ndo tratadas.

4.2. Formacéao de colbnias
Os efeitos do NGEN e NGENCuB sobre a capacidade de inibir a formacao (Figura 4) e
o tamanho e numero de colonias (Figura 5A, B) foram analisados. NGENCuB nas
concentragdes de 1, 10 e 100uM inibiu significativamente tanto o nimero (Figura 5A),
como o tamanho (Figura 5B) das colonias de células MDA-MB-231, quando
comparado com o controle formado por células ndo tratadas ou com células tratadas
com NGEN. A eficiéncia de plaqueamento foi calculada para NGEN e NGENCuB ¢ a
partir dos resultados observa-se que NGENCuB diminuiu significativamente a
eficiéncia de plaqueamento nas concentragdes de 10 e 100uM quando comparado com o
controle e células tratadas com NGEN (Figura 5C). Para investigar se esta maior
atividade observada em NGENCuB em células MDA-MB-231 poderia estar ocorrendo
devido somente a presenga do Cu(Il) o mesmo ensaio foi realizado com CuCl, e Bipy
nas mesmas concentragdes de 1, 10 e 100uM. Através da andlise dos resultados ¢é
possivel concluir que o CuCl, ndo teve efeito no numero de colonias e tdo pouco no
tamanho destas (dados ndo apresentados), ja a bipiridina apresentou uma inibicdo da

formacao de colonias a partir de 10uM (dados ndo apresentados).
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Controle

NGEN (uM) -

NGENCuB (uM)

Figura 4: Morfologia das células MDA-MB-231. As células foram tratadas com 1, 10 e 100uM de
NGEN ou NGENCuB por 72h, e nos tempos de 24, 48 e 72h foram registradas imagens de cada pogo
para analise visual. As setas brancas indicam células desaderidas.
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Controle 1uM

NGEN

NGENCuB

Figura 5: Efeito da NGEN e NGENCuB na formagao de colonias de células MDA-MB-231. As células
foram incubadas por 48h com NGEN ou NGENCuB, apos foi removido o meio de cultura e adicionado
meio completo e as células ficaram incubadas por 10 dias. Apos incubacdo as células foram coradas e o
numero de coldnias e o tamanho das colonias foi mensurado.
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Figura 6: Efeito da NGEN ¢ NGENCuB sobre o nimero, tamanho e eficiéncia de plaqueamento das
células MDA-MB-231. A — Numero das colonias. B — Tamanho das colonias. C — Eficiéncia de
plaqueamento. * p<0,005, ** p<0,001, ***p<0,0001 (comparado ao controle), Tp<0,0001 (comprado a
NGEN 10uM) e 11p<0,0001 (comparado a NGEN 100uM).
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4.3. Viabilidade Celular

Para investigar os efeitos de NGEN e NGENCuB sobre a viabilidade das células
MDA-MB-231 foi realizado um ensaio de viabilidade celular utilizando MTT (Figura 6).
Os resultados mostram que NGEN inibe aproximadamente 60% da viabilidade celular
nas concentragdes de 500 e 1000uM quando comparadas ao controle, o qual foi
considerado como 100% de viabilidade celular. Nestas mesmas concentragoes,
NGENCuB inibiu aproximadamente 70% da viabilidade das células MDA-MB-231.
NGENCuB também apresentou efeitos em concentracdes mais baixas, sendo que em
apenas 30uM este composto ja inibiu aproximadamente 50% da viabilidade das células
MDA-MB-231, o que foi significantemente diferente do controle. Novamente, para
garantir que estes efeitos ndo foram causados somente pela molécula de Cu(Il) ou pela
Bipy, foram realizados ensaios de viabilidade celular com CuCl, e 2-2’-bipiridina Os
resultados demonstraram que o CuCl, nao foi capaz de causar 50% de inibicdo da
proliferacdo mesmo na concentracdo de 1000uM ja a Bipy apresentou um ICsy de
142,7uM. Com analise destes resultados pode-se concluir que a complexagdo da
naringenina com Cu(ll) e a Bipy melhorou sua atividade antitumoral em
aproximadamente dez vezes tendo em vista o ICsy calculado que foi de 3424 e

32,76uM para NGEN e NGENCuB, respectivamente.

4.4. Migracéo Celular

4.4.1. Wound healing

Para analisar os efeitos da NGEN e NGENCuB sobre a migracao celular, um
ensaio de wound healing foi realizado (Figura 7). Os resultados permitem observar que
apos 6 horas de incubacdo NGENCuB ja ¢ capaz de inibir a migracdo celular nas
concentracdoes de 10 (figura 8A) e 100uM (Figura 8B), aumentando o grau de
significancia em 12, 24 e 48h de incubacdo. A NGEN também foi capaz de inibir a
migragdo celular, porém, somente a partir de 24h de incubac¢do na concentracdo de

100uM (figura 8A) e 48h na concentracao de 10uM (Figura 8B).
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Figura 7: Ensaio de viabilidade celular. As células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 96
pogos, apds 24h, foi adicionado meio de cultura contendo 1 a 1000uM de NGEN ou NGENCuB. Apds
periodo de incubacdo de 48h a viabilidade celular foi medida através método MTT e absorbancia medida
em 540nm. **p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, (Comparado ao controle FBS+).
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Figura 8: As células MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 96 pocos, apds 24h, foi adicionado
meio de cultura contendo 1 a 1000uM de NGEN ou NGENCuB. Apés periodo de incubagéo de 48h a
viabilidade celular foi medida através método MTT e absorbancia medida em 540nm. Apds leitura da
absorbéancia, o valor do ICs foi calculado com auxilio do programa prisma GraphPad.
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Figura 9: Migragdo wound healing. Apos as células atingirem 100% de confluéncia, foi feita uma risca
através da remocdo das células do centro de cada poco. As células foram entdo tratadas com 1, 10 e 100
puM  de NGEN ou NGENCuB por 48h. Imgagens foram registradas em 0, 6, 12, 24 ¢ 48h. A area da
ferida foi medida com auxilio do programa Image J.
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Figura 10: Analise quantitativa do ensaio de migragdo wound healing. *p<0,01,**p<0,001 ¢ ***p<0,0001
(comparado ao controle, células ndo tratadas).

4.4.2. Migracao celular
A capacidade de NGENCuB interferir na migragdo celular também foi
investigada utilizando insertos para migracdo, onde as células foram incubadas nas
mesmas concentragdes e condi¢des descritas acima por 22h. Observa-se pelos
resultados que as concentragdes de 10 e 100uM de NGENCuB inibiram a migrac¢ao das

c¢lulas MDA-MB-231 (figura 9).
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Figura 11: Efeitos da NGENCuB sobre a migracdo das células MDA-MB-231.
As células foram plaqueadas em inserto trans-well e incubadas por 22h*. As células que migraram foram
fixadas e coradas apos, foram registradas 5 imagens de cada membrana e o numero de células foi contado.
*p<0.01, ***p<0,0001 (comparado ao controle FBS+).
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4.5. Determinacao da atividade de MMPs

A invasdo de células tumorais pela membrana basal para atingir a circulagdo ou
estabelecer o sitio secundario na metastase ¢ mediada por metaloproteinases de matriz,
MMP2 e 9 [64]. Os efeitos causados pela incubagdo de células MDA-MB-231 com
NGEN e NGENCuB sobre a atividade das MMPs 2 e 9 foram investigados através de
zimografia em gel de eletroforese contendo gelatina (Figura 10). Para tal, foi utilizado o
sobrenadante do ensaio de wound healing, realizado em meio sem soro. Os resultados
indicam que a incubacdo das células MDA-MB-231 com 1 ¢ 100uM de NGEN nao
alteraram significativamente a atividade desta MMP. Por outro lado, NGENCuB foi
capaz de inibir a atividade da pr6-MMP9 na concentragdo de 100uM, quando
comparado a atividade das células controle ndo tratadas. Surpreendentemente, a
incubacdo das células tumorais com 10pM de NGEN e NGENCuB resultou em um
aumento da atividade da pr6-MMP9 de maneira significativa. Apesar de o ensaio de
zimografia com gelatina ser muito util para avaliar a atividade de da MMP2 (gelatinase
A) e MMP9 (gelatinase B), ambas com potente capacidade de degradar gelatina [65],
células MDA-MB-231 nao expressam MMP2 [66, 67]. Dessa maneira o trabalho
apresenta somente os efeitos de NGEN e NGENCuB sobre a atividade da pro-MMP9.
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Figura 12: Efeitos da NGEN e NGENCuB sobre a atividade da pro-MMP9.. Apds as células atingirem
100% de confluéncia, foi feita uma risca através da remocao das células de cada poco. As células foram
entdo tratadas com 1, 10 e 100 uM de NGEN ou NGENCuB por 48h, o sobrenadante foi removido e
realizada a quantificagdo proteica. Apos, uma corrida em gel de eletroforese foi realizada ¢ em seguida o
gel foi incubado em tampao de ativagdo por 20h. O gel foi corado para visualizagdo das bandas ¢ estas
foram quantificadas com auxilio do programa ImageJ. *p<0,02 **p<0,0002 (comparado ao controle,
células ndo tratadas)

4.6. Andlise da morfologia nuclear

Um dos marcos da apoptose ¢ a fragmentagdo do DNA nuclear. Para investigar
os efeitos da NGEN e NGENCuB sobre a fragmentagao do DNA, foi utilizado o corante
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) que permeia a membrana celular e nuclear e tem
forte ligagdo com os sitios AT do DNA (Figura 10). Ao ser excitado em um
comprimento de onda de 358nm (ultravioleta) o DAPI passa a emitir fluorescéncia
captada em 461nm (azul), o que permite que a condi¢do do nucleo seja analisada. Os
resultados indicam que 100uM de NGENCuB induz a formacao de corpos apoptodticos
de maneira mais intensa quando comparado com células incubadas com NGEN ou com

células do controle (Figura 10).
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Figura 13: Efeitos da NGEN e NGENCuB na fragmentacdo de DNA nuclear em células MDA-MB-231
através de colocragdo com DAPI. As células foram incubadas por 24h com 1, 10 e 100uM de
NGEN ou NGENCuB apés, foi adicionado DAPI e realizada a leitura em microscopio de
fluorescéncia com aumento de 100x. As setas brancas indicam a presenga de corpos apoptoticos.
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4.7. Citometria de fluxo

Para confirmar os resultados observados no ensaio com DAPI, foi realizado um
ensaio de citometria de fluxo, utilizando PE anexina-V e 7-AAD (Figura 11). A anexina
¢ um composto fluorescente que se liga a fostatidilserina, externalizada na membrana
celular como forma de sinalizar apoptose célula. O 7-AAD ¢ um fluordforo que se liga
ao DNA somente quando a membrana da célula estd comprometida. Os resultados
mostram que o numero de células mortas por apoptose aumenta conforme a
concentragdo em ambos os compostos NGEN e NGENCuB, contudo quando
comparados nas mesmas concentragdes 10 e 100uM a NGENCuB mostrou ser
estatisticamente mais ativa que NGEN, induzindo um maior nimero de células a

apoptose (Figura 12).

4.8. Andlise da expressao génica

Neste ensaio, foi analisada a expressao de trés genes ap0s a incubagdao da NGEN
e NGENCuB com as células MDA-MB-231. Dois destes genes codificam para
proteinas pro-apoptéticas (Caspase8 e Caspase9) e um gene codifica para a proteina
anti-apoptotica (Bcl-2). Os resultados indicam que a NGEN ndo alterou

significativamente a expressao de nenhum destes genes quando comparado ao controle.
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Contudo, NGENCuB na concentragao de 1uM, aumentou a expressdo de caspase 8 e
caspase 9 sem alterar a expressao de Bcl-2 (figura 12) nas células tumorais. Ao observar
a figura 12, nota-se que NGENCuB na concentracdo de 10uM também aumentou de
forma significativa a expressao das caspases 8 e 9, porém, de forma intrigante também
causou o aumento na expressdo de Bcl-2. NGEN e NGENCuB nas concentragdes de
100puM nao foram capazes de induzir uma maior expressao de caspases 8 ¢ 9 ou reduzir

significativamente a expressao de Bcl-2.
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Figura 14: Porcentagem de células apoptoticas. Células incubadas com 100uM de NGEN ou NGENCuB.
***+p<0,0001 (comparado ao controle ¢ NGEN, respectivamente) **p<0,001 (comparado ao controle).
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Figura 15: Efeitos da NGEN e NGENCuB na indugdo da apoptose tardia, analizados por citometria de
fluxo. As células MDA-MB-231 foram tratadas com 1, 10 e 100pM de NGEN ou NGENCuB por 48h.
Apos foi adicionado PE e 7-AAD e a fluorescéncia foi medida em citdmetro de fluxo.
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Figura 16: Efeitos da NGEN e NGENCuB na expressio génica de células MDA-MB-231.
As células foram incubadas com 1, 10 e 100uM de NGEN ou NGENCuB por 48h, o RNA foi extraido
com Trizol e o PCR em tempo real foi realizado utilizando o kit Sybr green. A — Aumento da expressao
da caspase 8 nas concentracdes de 1 e 10uM de NGENCuB. B — Aumento da expressdo de caspase 9 nas
concentragdes de 1 e 10uM de NGENCuB. C — Aumento da expressdo de Bcl-2 na concentragdo de
10uM de NGENCuB. **p<0,001 (comparado ao controle).
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5. DISCUSSAO

Este trabalho ¢ inédito ao apresentar os efeitos da NGEN complexada com
Cu(Il) e Bipy sobre migracao celular, atividade de MMPs e apoptose, pois até o
momento nao foram encontrados trabalhos que descrevam tais efeitos.

Pelo que ¢ de nosso conhecimento, ha poucos estudos sobre os efeitos
citotoxicos da NGEN complexados com Cu(Il) em células tumorais. Tais estudos
demonstraram que o Cu(Il) complexado NGEN apresentou uma inibi¢do da proliferagao
de células de carcinoma hepatocelular HepG2 quando comparado a NGEN [33]. Lee e
colegas [55] estudaram os efeitos dos derivados NGEN em células de carcinoma
colorectal RKO. Entre os derivados 7-O-benzil-naringenina (KUF-1) e 7-O-(m-
metoxybenzyl (KUF-2) da naringenina apresentaram ICsp de 10 e 15uM,
respectivamente, ao passo que NGEN sem qualquer modificacdo apresentou ICsg
superior a 150uM. Parker e colaboradores analisaram os efeitos de NGEN sobre a
proliferacdo de células de leucemia THP-1 e verificaram uma inibi¢do do crescimento
celular de um modo dependente da concentracao, a partir de 200uM [56]. Em células de
leucemia humana U937 o tratamento com 50-500uM NGEN inibiu a proliferacdo em
5% -80% [57]. Finalmente, no carcinoma hepatocelular humano da linhagem HepG2,
NGEN inibiu a proliferacdo celular de um modo dependente da concentracdo com a
ICso de 100uM [58]. Neste trabalho, demonstramos que a NGEN inibiu a proliferagao
das células da linhagem MDA-MB-231 com ICsyp de 342,4uM, no entanto, a
complexagdo com Cu(Il) melhorou o efeito em cerca de dez vezes, diminuindo o valor
ICsp para 32,76 M.

Jin e colaboradores mostraram, através de coloracdo com DAPI, que a NGEN na
concentragdo de 500uM induziu a apoptose em células de leucemia humana da
linhagem U937 [68]. Enquanto em nosso estudo a NGEN induziu células MDA-MB-
231 a entrarem em apoptose na concentracdo de 100uM, a NGENCuB apresentou o
mesmo efeito na concentragdo de 10uM, evidenciando que a complexa¢do da NGEN
causou um aumento na atividade antitumoral.

Alguns estudos relataram que a NGEN possui atividade antioxidante e efeito
protetor do DNA [69, 70]. Em um estudo coordenado por Cavia-Saiz et al. [70] os
resultados demonstraram que a naringenina em concentragdes de 1 e 10uM exerceu um
efeito protetor do DNA impedindo sua fragmentagdo. Estes dados podem auxiliar a

explicar os resultados encontrados neste estudo onde NGEN e NGENCuB ndo foram
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capazes de induzir a fragmentacdo do DNA de células MDA-MB-231. Até o momento
da confeccdo desta dissertagdo, nao existiam estudos demonstrando os efeitos da NGEN
complexada com Cu(Il) sobre a migracao de células tumorais, atividlade MMP ou
apoptose. Poucos estudos investigaram os efeitos de NGEN, mas nao deste composto
complexado com Cu(ll), em diferentes linhagens de células tumorais. Jin e
colaboradores também demonstram através de citometria de fluxo que a NGEN em
concentragdes a partir de 250uM induziu a apoptose em células U937. De maneira
similar, Kanno et al. [71] observaram que a NGEN em concentragdes de 100, 250 e
500uM induziu a apoptose em células HL-60 via NF-kP, caspase-3 e -9. Em nosso
estudo, a NGEN em 100uM também induziu a apoptose nas células MDA-MB-231,
porém quando complexado ao Cu(Il) a NGENCuB em 10 e 100uM foi capaz de induzir
um maior numero de células apoptoticas, quando comparado com as mesmas
concentragdes de NGEN. Ao analisar a expressdo de caspases -8, -9 e Bcl-2, através de
PCR em tempo real, NGENCuB aumentou a expressdo das caspase -8 e-9, porém nao
de Bcl-2 na concentracdo de 1uM (uma concentragdo muito menor que a utilizada por
Kanno e colaboradores). Nosso estudo também demonstrou que a concentragdo de
10uM de NGENCuB também aumentou a expressdo de caspase-8, -9 e Bcl-2. Por outro
lado na concentragdo de 100uM, a concentragdo que mais induziu apoptose, nao houve
diferengas na expressao desses genes comparados com as células controle ndo tratadas.
Isto pode ser explicado pelo longo periodo de incuba¢do das células com NGEN e
NGENCuB (48 horas). Neste periodo a expressdo destes genes pode ter diminuido por
haver um delay e mecanismos de feedback entre a expressdo génica e a sintese proteica
[72] apresentando a possibilidade de um erro tipo I, tornando necessario novas analises
com um tempo menor de incubacdo das células com o composto.

Padhye e colaboradores[73] apresentaram os efeitos do Cu(Il) complexado ao
precursor do Taxol, 10-deacetilbacatina tiosemicarbazona mostrando efeito citotoxico
para células de cancer de mama positivas para receptor de estrogénio da linhagem
MCF-7 com concentragdes abaixo de 20uM, enquanto o precursor ndo complexado nao
apresentou efeitos citotoxicos para esta linhagem celular. O mesmo grupo demonstrou
que a complexacdo com Cu(Il) com tiosemicarbazona hidroxinaftoquinona foi o que
apresentou maior efeito citotoxico, em células da linhagem MCF-7, quando comparado
com complexos andlogos de niquel Ni(Il), ferro Fe(Il), platina Pt(Il) e palddio Pd(I).
Cvek et al. [74] investigaram os efeitos do diethildithiocarbamate complexado com

Zn(II), Ni(IT) ou Cu(Il) em células de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231
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demonstrando que o complexo com cobre apresentou maior atividade. No presente
estudo, o Cu(Il) juntamente com a 2-2’-bipiridina, também foram capazes de aumentar a

atividade antitumoral quando complexados com a naringenina.
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6. Conclusao

Apoés a andlise de todos os resultados deste trabalho ¢ possivel afirmar que a
complexacgdo da naringenina com Cu(Il) e Bipy foi capaz de potencializar seus efeitos
citotoxicos contra células de tumor de mama triplo-negativo MDA-MB-231. Visto que
o tumor de mama triplo-negativo apesar de pouco incidente na populacdo, este tem
maior probabilidade de promover uma reincidéncia do tumor além de um menor nimero
de tratamentos possiveis, pois, ndo apresenta receptores para estrogeno, progesterona e
HER2, por onde agem os principais tratamentos farmacoldgicos existentes. Dessa
maneira NGENCuB pode ser uma alternativa ao tratamento do cancer de mama triplo-
negativo. Outro ponto importante ¢ a facilidade de obteng¢do deste composto, pois, a
naringenina ¢ facilmente extraida da casca da laranja e o processo para complexagdo do
composto NGENCuB ¢ facilmente realizado por um laboratério competente. Entretanto,
mais estudos devem ser realizados para investigar sua atividade e aprofundar na

elucidagdo de seus mecanismos de agdo e possiveis efeitos colaterais.
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