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RESUMO

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, segundo dados da Organizagdo
Mundial da Salde, estando a frente de doencgas como o diabetes e a tuberculose, de condi¢des
como a desnutricdo e até mesmo da violéncia interpessoal. Diversos tipos de cancer estdo ainda
relacionados aos principais fatores de risco associados a mortalidade e morbidade no mundo,
tais como a obesidade, o consumo excessivo de alcool e o tabagismo. Em 2012 foram 14,1
milhdes de casos novos de cancer com 8,2 milhdes de mortes no mundo. O rizoma do gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) é utilizado no mundo todo como especiaria culinaria e como erva
medicinal em diversas preparagdes. Existem muitas pesquisas descrevendo suas propriedades
antieméticas, antimicrobianas, anti-inflamatdrias, antioxidantes e antitumorais. Os compostos
farmacologicamente ativos do gengibre sdo os compostos fenoélicos pungentes [6]-gingerol, [8]-
gingerol e [10]-gingerol, os principais componentes do seu extrato bruto. Tais compostos sdo
0s responsaveis pela bioatividade do gengibre e por seus efeitos sobre células tumorais,
demonstrados em diversos modelos de cancer, em estudos in vivo e in vitro. Muitas pesquisas
revelam vantagens das técnicas de cultura tridimensional (3D) sobre as culturas tradicionais em
monocamada. Culturas em 3D mimetizam melhor o microambiente tumoral encontrado in vivo,
bem como a interacdo das células com a matriz extracelular (MEC). Em culturas 3D ja foram
observadas respostas diferentes das encontradas em culturas bidimensionais (2D), como a
maior resisténcia de células tumorais a diversas drogas, além de sensibilidade seletiva
aumentada para células tumorais em relacdo as células normais. Neste trabalho, técnicas de
cultura tridimensional foram aplicadas em testes utilizando a molécula de [10]-gingerol em
células tumorais de mama. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do [10]-gingerol em
diferentes marcadores de malignidade, importantes no processo metastatico, como adesao,
proliferacdo, migracdo, invasao, bem como seus efeitos sobre a apoptose, tanto em cultura 2D,
quanto 3D. Os resultados mostraram que o [10]-gingerol altera a morfologia de células tumorais
da linhagem MDA-MB-231 em concentra¢des e tempos menores que a de células ndo tumorais
de mama da linhagem MCF-10A, o que sugere uma acdao seletiva do [10]-gingerol dependente
de concentragdo e tempo de tratamento. O [10]-gingerol também inibiu a migracao e a invasao
das células da linhagem MDA-MB-231 em baixas concentracdes e induziu apoptose em
concentragdes mais altas. Observamos que o [10]-gingerol apresentou, em ensaios de
proliferacdo com células ndo tumorais da linhagem MCF-10A, um ICsg maior comparado com
as células tumorais. O composto também inibiu a migracdo das células ndo tumorais em
concentragcdes maiores comparado as células tumorais. Além disso, o [10]-gingerol diminuiu a
capacidade de adesdo das células MDA-MB-231 a diferentes componentes da MEC, como
laminina, fibronectina e vitronectina mesmo em baixas concentracdes. Ainda, confirmamos sua
capacidade de causar danos ao DNA e induzir apoptose. Ensaios de western blotting e gPCR
sugerem que o [10]-gingerol atua pela via intrinseca da apoptose, aumentando a razdo Bax/Bcl-
2 e ativando as caspases-9 e -3. Com relacdo aos ensaios em 3D, os resultados demonstraram
gue o composto [10]-gingerol age seletivamente sobre células tumorais, sendo capaz de reverter
o fendtipo maligno e induzir apoptose nas celulas da linhagem T4-2. Estes resultados sugerem
que o [10]-gingerol tem potencial para futuramente se tornar uma nova droga antitumoral.

Palavras-chave: Céancer de mama. Gengibre. Cultura celular. Cultura celular
tridimensional. Apoptose.



ABSTRACT

Cancer is a leading cause of death, according to World Health Organization, preceding
diseases as diabetes and tuberculosis, conditions as malnutrition and even though interpersonal
violence. Many types of cancer are also correlated to major risk factors associated to mortality
and morbidity, such as obesity, alcohol abuse and smoking. In 2012 14.1 millions of new cases
of cancer arisen with 8.2 million of deaths worldwide. Ginger rhizome (Zingiber officinale
Roscoe) is word know use as spice on cooking and widely use as medicinal herb in preparations.
Several studies describe its anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant and anti-emetic
activities. Much of the ginger bioactivity is due to its phenolic compounds [6], [8], and [10]-
gingerol, which have anti-proliferative and antiangiogenic action on tumor cells, as
demonstrated by several in vivo and in vitro studies. Several studies have revealed advantages
of three-dimensional culture techniques (3D) over traditional two-dimensional monolayer
cultures (2D). 3D cultures better mimic the tumor microenvironment found in vivo, as well as
the interaction of cells with the extracellular matrix (ECM). Three-dimensional culture has
produced different responses compared to those found in 2D cultures, such as increased
resistance of tumor cells to various drugs, and increased selective sensitivity to tumor cells in
relation to normal cells. On this work, techniques for three-dimensional culture were used to
test the effects of [10]-gingerol on breast tumor cells. The aim of this study was to evaluate the
effects of [10]-gingerol in different hallmarks of malignancy correlated with metastatic process,
such as adhesion, proliferation, migration, invasion and also its effects on apoptosis, both in 2D
and 3D. Results demonstrated that [10]-gingerol changes the morphology of MDA-MB-231
malignant cells in lower concentrations and shorter times when compared to nonmalignant
MCF-10A cells, suggesting an specific and concentration-dependent action for [10]-gingerol
on malignant cells. [10]-gingerol was also able to inhibit migration and invasion of MDA-MB-
231 cells at low concentrations and to induce apoptosis at higher concentrations. We observed
that [10]-gingerol presented higher ICso in proliferation assays with MCF-10A non tumor cells
compared to tumor cells. The compound also inhibited migration of non-tumor cell lines at
higher concentrations compared to tumor cells. Moreover, [10]-gingerol inhibited MDA-MB-
231 cell adhesion to different ECM components, such as laminin, fibronectin and vitronectin,
even at low concentrations. Western blotting and real time quantitative PCR assays suggested
that [10]-gingerol was able to act by the intrinsic pathway of apoptosis, increasing Bax/Bcl-2
ratio and caspase-9 and caspase-3 mRNA and protein levels in MDA-MB-231 cells. On 3D
assays the results showed selectivity of [10]-gingerol against the malignant T4-2 lineage. The
compound was also able to revert the malignant phenotype and to induce apoptosis in this cell
line. These results suggest that [10]-gingerol has potential to be a new anticancer drug in the
future.

Keywords: Breast cancer. Ginger. Cell culture. Three dimensional cell culture.
Apoptosis
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1.  INTRODUCAO

1.1 Cancer — dados epidemioldgicos

O céncer é uma das principais causas de morte no mundo, segundo dados da
Organizagdo Mundial da Salde (2014), estando a frente de doengas como o diabetes e a
tuberculose, de condi¢des como a desnutricdo e até mesmo da violéncia interpessoal. Diversos
tipos de cancer estdo ainda relacionados aos principais fatores de risco associados a mortalidade
e morbidade no mundo, tais como a obesidade, 0 consumo excessivo de alcool e o tabagismo.
Em 2012 foram 14,1 milhoes de casos novos de cancer com 8,2 milhdes de mortes no mundo,
segundo dados da Globocan 2012, da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer,
vinculada a OMS. A previsdo para 0s proximos 15 anos, com 0 aumento da expectativa de vida
nos paises em desenvolvimento, é de uma maior incidéncia e mortalidade por cancer chegando
a 21,4 milhdes de casos e 13,2 milhdes de mortes em 2030.

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para os anos de 2016 e
2017, s&o previstos 600 mil casos novos de cancer no Brasil, sendo 420 mil casos de cancer ndo
melanoma e dentre esses 58 mil novos casos de cancer de mama, 0 mais incidente entre as
mulheres. A previsao é de que até 2030 surjam 21,4 milhdes de novos casos de cancer no mundo
e 13,4 milhdes de mortes decorrentes dele, devido ao crescimento e ao envelhecimento da
populacdo, bem como a diminui¢do da mortalidade infantil e por doencas infecciosas nos paises
em desenvolvimento. Dentre as mulheres a previsdo € de 57 mil novos casos de cancer de
mama, que € o mais incidente entre elas. No total isto significa cerca de 35% mais casos do que
0 estimado para biénio 2012-2013 e 4% a mais que o estimado para o biénio 2014-2015 (Brasil,

2015).
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1.2 Patologia do cancer

Cancer € o nome dado a um conjunto de doencas com uma caracteristica em comum:
0 crescimento desordenado de células aberrantes, que em algum momento sofreram
transformacéo de células normais para malignas. Ap6s o aparecimento de mutacdes em uma
célula, ha inicialmente a formacao de uma hiperplasia (FIGURA 1: Desenho esquematico das
etapas da progressdo tumoral. ), ou seja, um aumento no nimero de células com mutacgdes que
promovem proliferacdo e desregulam o processo mitotico. Com o acumulo de mutacdes ao
longo de mitoses aberrantes, pode ocorrer a formacao de uma displasia, com o aparecimento de
células transformadas, indiferenciadas, com caracteristicas distintas das células tipicas daquele
tecido. Esta transformacdo, através do acumulo de mutacGes, leva a uma expansao clonal
desordenada, pois estas células sdo capazes de ignorar sinais de supressao de crescimento e de
morte celular, se replicando de maneira ilimitada (Pedraza-Farifia, 2006).

FIGURA 1: Desenho esquematico das etapas da progressdo tumoral.

Carcinoma
Carcinoma  [NVasivo

Célula in situ
Mutada Displasia

Hiperplasia

Figura adaptada de: http://www.ndhealthfacts.org/wiki/Oncology_%28 cancer%29

Além das muta¢des acumuladas, mudancas genéticas ou epigenéticas capazes de ativar
oncogenes, inativar genes supressores tumorais ou ainda diminuir de algum modo expressao

dos mesmos podem levar a este crescimento desordenado, culminando na formacao da chamada
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neoplasia (no caso de células epiteliais chamado carcinoma in situ). Nestas condi¢6es, inUmeras
vias de sinalizacdo estdo alteradas, tais como as ligadas a proliferacdo, ao ciclo celular, a
migracao celular, a angiogénese e aquelas que envolvem fatores de crescimento. Deste modo,
durante o processo de progressdo tumoral as células malignas sdo capazes de promover a
formacdo de novos vasos sanguineos, de migrar e invadir tecidos adjacentes através da
membrana basal e vasos sanguineos ou linfaticos (carcinoma invasivo). As células malignas
também podem assim atingir locais distantes do tumor primario através da circulacéo e se
reestabelecer, originando tumores secundarios ou metastases (FIGURA 2) (Pedraza-Farifia,

2006).

FIGURA 2: Desenho esquematico das etapas da formacdo de metastase.
a. Carcinoma in situ_ . b. Invasdo dos tecidos adjacentes
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e. Células solitarias dormentes . Colonizacao progressiva
l Metéstasgs ocultas _ Angiogénese
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Figura adaptada de: Steeg,“Metastasis suppressors alter the signal transduction of cancer
cells” Nature Reviews Cancer 3, 55-63 (2003).

Nature Reviews | Cancer

Durante 0 processo metastatico, as interagdes com o microambiente estromal que
circunda as células tumorais, incluindo células endoteliais, fibroblastos, macr6fagos e matriz

extracelular (MEC), contribuem para a formagéo de novos vasos sanguineos e linfaticos. Essas
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interacdes facilitam a invasdo dos tecidos adjacentes, o intravasamento através dos novos vasos
formados e a disseminagdo por outros tecidos. Com a sobrevivéncia das células tumorais na
circulacdo e posterior invasdo de novos tecidos, estas poderao se tornar dormentes ou colonizar
0s novos locais com o auxilio do estabelecimento de um nicho pré-metastatico (Quail e Joyce,
2013; Sceneay et al., 2013).

Em suma, os principais aspectos do cancer sdo: a autossuficiéncia na producdo de
sinais proliferativos, a evasao de supressores de crescimento, a resisténcia a sinais de morte, a
imortalidade replicativa, a inducdo de angiogénese e ativacdo de invasdo e metastase. Estes
aspectos, sdo, portanto, os principais mecanismos-alvo para a pesquisa de novas drogas
antitumorais (Hanahan e Weinberg, 2000; 2011).

FIGURA 3: Aspectos do Cancer.

Autossuficiéncia em sinais
de proliferacao

Resisténciaa Evasdo de supressores
morte celular de crescimento

Indugdo de Ativagdo de invasdo
angiogénese e metastase

Imortalidade
replicativa

Principais habilidades celulares adquiridas durante a formacao e desenvolvimento de tumores.
Adaptado de: Hanahan e Weinberg, “Hallmarks of cancer: the next generation” Cell, 144, 5,
646-74(2011).
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1.2 Cancer de mama

A glandula mamaria humana é formada principalmente por tecido glandular e tecido
adiposo. As unidades glandulares exdcrinas, que produzem leite sob determinados estimulos,
sdo chamadas acinos mamarios e formados por células em arranjos tipicamente glandulares
contendo células epiteliais arranjadas em formato arredondado com um lumen central,
circundadas por células mioepiteliais, membrana basal e estroma. Os &cinos se arranjam em
estruturas maiores chamadas lobulos, sendo que cada acino termina em estruturas tubulares,
gue se juntam e sdo denominadas ductos mamarios ou ductos galactéforos, os quais terminam
no mamilo, circundado pela aréola (Vorherr, 1974).

Cancer de mama € o nome dado as neoplasias derivadas de células originarias da
mama, sendo as mais comuns classificadas como carcinomas, por sua origem epitelial. Dois
tipos de carcinomas podem se desenvolver no tecido mamario: o carcinoma ductal, o tipo mais
comum, originado nos ductos mamarios e o carcinoma luminal, que se origina nos acinos
mamarios. Ambos os tipos podem ser classificados como in situ ou invasivo, dependendo do
estagio no qual se encontram, se delimitado ou invadindo tecidos adjacentes. O tipo invasivo
pode progredir para a formacao de metastases (Pourteimoor et al., 2016).

Além dessa classificacdo por origem, também € possivel classificar os canceres de
mama de acordo com a presenca ou auséncia de receptores hormonais. Alguns tumores de
mama tém o seu crescimento estimulado por determinados horménios como estrégeno e
progesterona, bem como fator de crescimento epidermal humano, o que os tornam sensiveis as
terapias hormonais, cujos alvos sdo os receptores desses horménios, capazes de parar ou reduzir
0 crescimento desses tumores. Algumas drogas tais como o tamoxifeno, o qual é utilizado ha
mais de 30 anos no tratamento de cancer de mama, o raloxifeno e o toremifeno, conhecidas
como moduladores seletivos de receptores de estrogenos (SERMSs) sdo utilizados quando ha a
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presenca destes receptores de estrogeno. Os tumores que possuem estes receptores (ER) sdo
chamados ER-positivos, ou estrogeno-sensiveis, e correspondem a cerca de 70% do total de
canceres de mama. Os tumores que contém receptores de progesterona (PR) sdo chamados PR-
positivos. Boa parte dos tumores ER-positivos também sdo PR-positivos. E, finalmente, os
tumores que possuem alta expressdo de receptores para fator de crescimento epidermal humano
tipo 2 sdo chamados HER2-positivos. Uma terapia utilizada contra tumores HER2-positivos é
a com o anticorpo monoclonal trastuzumabe ou hercepetina, capaz de bloquear estes receptores
inibindo o crescimento. Outro receptor importante é o receptor para fator de crescimento
epidermal humano tipo 1, EGFR, que também esta relacionado a um crescimento acelerado
guando hiperexpresso, porém ainda nao ha nenhuma terapia que o utilize como alvo atualmente
(Engebraaten et al., 2013; O'leary et al., 2016; Refae et al., 2016; Xu et al., 2016; Zheng et al.,
2016)

Contudo, 15% dos canceres de mama ndo possuem receptores hormonais. Estes
tumores ndo respondem aos tratamentos comumente utilizados em pacientes com canceres que
possuem receptores hormonais, pela falta dos alvos moleculares aos quais estas terapias se
destinam. Este tipo de tumor, conhecido como cancer de mama triplo negativo (TNBC, na sigla
em inglés), formam um grupo bastante heterogéneo, de natureza agressiva, com maiores taxas
de recaida e com menor sobrevida quando comparados com 0s outros tipos de cancer de mama

(Criscitiello et al., 2012; Engebraaten et al., 2013).

1.3 Desafios na pesquisa de novas drogas

A pesquisa para encontrar novas drogas antitumorais € um campo repleto de desafios.
Os agentes quimioterapicos ideais devem agir seletivamente para matar ou inibir o crescimento
das células neoplasicas, deixando as células normais intactas. Contudo, a maioria das drogas
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usadas em guimioterapia atualmente provoca danos no DNA, tanto das células tumorais, como
também das células normais, provocando a morte das células de rapida diviséo e caracterizando
os indesejaveis efeitos colaterais associados. Tais efeitos decorrem da alta toxicidade dos
quimioterapicos atuais, o que afeta especialmente células normais com alta taxa de diviséo,
como as da linhagem hematopoiética, da medula déssea e ainda células do bulbo capilar e da
mucosa do sistema digestorio. Além disso, as técnicas quimioterapicas utilizadas atualmente
ndo sdo capazes de erradicar todas as células neoplasicas do tumor, mas apenas destroem uma
proporcéao das células que foram expostas ao tratamento, o que pode facilitar o aparecimento
células resistentes. Outra caracteristica das drogas quimioterapicas é que muitas agem somente
em estagios especificos do ciclo celular da célula tumoral, fazendo com que, em outros estagios,
as células ndo respondam ao tratamento. Estas peculiaridades impdem um grande desafio para
a area de desenvolvimento de drogas antitumorais e, portanto, a triagem de compostos
candidatos a novas drogas, tanto in vitro quanto in vivo, se torna uma tarefa extremamente
complexa e desafiadora, porém indispensavel (Chakraborty, 2007).

A Natureza € uma fonte importante de agentes que podem servir de base para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Especificamente, em relacdo ao desenvolvimento de
novas drogas antitumorais, derivados de produtos naturais ou metabolitos bioativos de
diferentes fontes, um grande esforco tem sido realizado por parte de diferentes laboratérios de
centros de pesquisa mundiais. Cerca de 60% das drogas em fase de avaliacdo clinica para o
tratamento de varios tipos de cancer sdo provenientes de produtos naturais ou seus derivados

(Newman, 2007).
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1.4 O gengibre e seus compostos fenolicos bioativos

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é o rizoma de uma planta da familia
Zingiberaceae, e € mundialmente conhecido. Originario do sudeste asiatico, o gengibre é
amplamente empregado como planta medicinal ha milhares de anos, principalmente em sua
regido nativa. Diversos estudos descrevem suas propriedades (Haniadka et al., 2012).

O rizoma do gengibre é utilizado no mundo todo como especiaria culinaria e como
erva medicinal em diversas preparac6es, sendo muito popular na medicina tradicional indiana,
tailandesa e chinesa (Radhakrishnan et al., 2014; Rattarom et al., 2014) Existem muitas
pesquisas descrevendo suas propriedades antieméticas, antimicrobianas, anti-inflamatorias,
antioxidantes e antitumorais (Wang et al., 2012). Seu extrato € utilizado para o tratamento de
nauseas e emese e possui muita eficacia especificamente contra esse tipo de efeito adverso
causado por tratamento quimioterapico citotoxico contra o cancer (Ryan et al., 2012; Jin et al.,
2014; Giacosa et al., 2015; Ansari et al., 2016; Bossi et al., 2016). O extrato do gengibre
também vem sendo estudado para a utiliza¢do no tratamento de doencas de origem inflamatoria
como a obesidade e o diabetes tipo 2 (Totsch et al., 2015; Tzeng et al., 2015).

Os compostos farmacologicamente ativos do gengibre sdo os compostos fenolicos
pungentes [6]-gingerol, [8]-gingerol e [10]-gingerol, paradois e shogaois, 0s principais
componentes do seu extrato bruto. Tais compostos, principalmente os gingerois, sdo 0s
responsaveis pela bioatividade do gengibre e por seus efeitos antibacterianos (Kim et al., 2015),
anti-inflamatorios (Tzeng et al., 2015), antieméticos (Jin et al., 2014; Wang et al., 2014),
antiproliferativos, antiangiogénicos e antimetastaticos sobre células tumorais, demonstrada em

diversos modelos cancer, em estudos in vivo e in vitro (Poltronieri et al., 2014).
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1.5 Estado da arte na pesquisa com gingerois para o tratamento do cancer

Em uma consulta a base de dados 1SI Web of KnowledgeSM realizada em outubro de
2016 procurando pelo termo “cancer de mama” em topicos, foram encontrados 87.807 novos
artigos publicados durante os anos de 2014 e 2016. Restringindo a busca, ao acrescentar o termo
“produto natural”, esse numero se reduz para 593 publicacdes. Refinando ainda mais a busca,
utilizando o termo “gingerol” apenas um artigo foi publicado neste periodo. Ampliando o tema
para “cancer”, sem especificar o tipo, e “gingerol” encontramos 10 artigos publicados no
periodo, sendo apenas um sobre [10]-gingerol e os demais sobre o [6]-gingerol ou extrato bruto
de gengibre.

Numa busca utilizando o termo geral “cancer” e “gingerol” na base de dados NLM-
PubMed em outubro de 2016, encontram-se apenas 10 artigos recentes. Ao buscar pelo termo
“[10]-gingerol” e “cancer” encontramos apenas dois artigos, sendo um deles sobre cancer de
mama, e um sobre o efeito apoptdtico do [10]-gingerol em células de carcinoma de colon. Ao
refinar a busca para “cancer de mama”, encontramos apenas um artigo publicado. Podemos
notar assim, que o numero de trabalhos nesta area ainda é muito reduzido, principalmente
guando se trata da fracdo do gengibre [10]-gingerol. Este pequeno nimero de trabalhos pode
estar relacionado a dificuldade de isolamento do [10]-gingerol, que esta presente em pouca
guantidade no extrato bruto de gengibre. Para elucidar o que existe até 0 momento na literatura
sobre gingerois e cancer, uma revisao foi realizada e os principais trabalhos estdo listados a
seguir, resumidamente.

Jin et al. (2014) observaram que o efeito antiemético do [6]-gingerol se da através do
blogqueio de receptores serotoninérgicos de neurbnios presentes no trato gastrointestinal. Este
efeito antiemético é mais significativo na emese provocada por drogas quimioterapicas. Tal
efeito é bastante desejavel e um estimulo para a pesquisa de novos farmacos antitumorais
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derivados do gengibre, pois demonstra que estes possuem potencial para produzir menos efeitos
adversos que 0s tratamentos atuais.

Grande parte da bioatividade do gengibre se deve a presenca dos compostos fendlicos
[4]-, [6]-, [8]- e [10]-gingerois, paradol e shogaol, os quais — principalmente os gingerois —
possuem acdo antiproliferativa e antiangiogénica sobre células tumorais, demonstrado em
diversos modelos de cancer, em estudos in vivo e in vitro (Liu et al., 2012).

Chakraborty et al. (2012) demonstraram que o [6]-gingerol é capaz de induzir apoptose
e autofagia em ceélulas Hela através da ativacdo de caspase-3 pela via intrinseca, além de
apresentar alta afinidade de ligagdo com o DNA. Outros estudos confirmaram capacidade do
[6]-gingerol de induzir apoptose, também pela via lisossomal-mitocondrial, em outras
linhagens, como nas células HepG2 de hepatoma humano, através da liberacao de citocromo C
para o citosol associada a estresse oxidativo (Yang et al., 2012). Em outro trabalho, células de
cancer colorretal da linhagem LoVo tiveram seu crescimento inibido por acdo do [6]-gingerol,
por blogueio das fases G2 e M do ciclo celular, por aumento nos niveis de p27, p21, além do
aumento de espécies reativas de oxigénio e p53 fosforilada (Lin et al., 2012). Liu et al. (2012),
utilizando o 6leo essencial do gengibre obtido por destilacdo a vapor, observaram que 0 mesmo
induzia apoptose em células de cancer endometrial das linhagens Ishikawa e ECC-1 pela
ativacdo da p53. Neste mesmo estudo, 0 extrato mostrou-se mais eficaz em inibir a proliferacéo
de tais células do que o [6]-gingerol isolado, 0 que pode significar que outros compostos
presentes contribuem para a morte das células tumorais.

Estudos recentes também demonstram a permeabilidade e transporte dos gingerois
através da barreira epitelial gastrointestinal. No estudo de Mukkavilli et al. (2014), verificou-
se que dentre [6]-, [8]- e [10]-gingerol e [6]-shogaol, o [10]-gingerol &€ o composto que possui
maior permeabilidade a membrana de células Caco-2, cerca de 15 vezes maior que a dos demais.
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O [10]-gingerol também foi o composto com maior acumulacao intracelular. Estes estudos
abrem caminhos para pesquisas sobre bioacumulacdo destes compostos em tumores e outros
tecidos, um passo muito importante para o desenvolvimento de drogas antitumorais a partir
destes compostos (Mukkavilli et al., 2014).

Quanto a atividade antitumoral, estudos recentes demonstraram atividade apoptotica
do [6]-gingerol contra células de leucemia mieloide primarias, obtidas de sangue periférico de
pacientes. Foi observado que a apoptose era decorrente da producdo de espécies reativas de
oxigénio. Os pesquisadores encontraram expressao aumentada de miR-27b, observaram dano
ao DNA e parada do ciclo celular (Rastogi et al., 2014).

Outros estudos confirmaram a capacidade do [6]-gingerol de induzir apoptose por
ativacdo de caspases -3, -9, -7 e -8 em células de carcinoma de co6lon da linhagem SW-480,
com ativacdo de MAPK. O efeito antiproliferativo do composto mostrou-se também seletivo
para células tumorais em relacdo as células normais (Radhakrishnan et al., 2014).

Rahman et al. (2014) também demonstraram atividade antiproliferativa do [6]-
gingerol contra células de glioma das linhagens 321 n1, SW1783 e LN18. Foi observada a
inducdo de apoptose por ativacdo de caspase-3 pelo [6]-gingerol, sendo este efeito
potencializado quando foi feita associacdo sinérgica ao outro composto, galato de
epigalocatequina. Fan et al. (2015) observaram a inibicdo da proliferacdo de células de
osteossarcoma da linhagem 143B pelo [6]-gingerol, além da inducdo de apoptose, observando
aumento nos niveis proteicos de caspase-3, caspase-8 e caspase-9, além de um aumento na
razdo de mRNA de Bax/Bcl-2 e ativagdo de AMPK.

Nosso grupo vem se dedicando ao estudo do composto [10]-gingerol, o qual se
mostrou mais eficiente que [6]- e [8]- na inibicdo da proliferacdo de células de tumor de mama

da linhagem MDA-MB-231. O estudo também demonstrou que esta inibicdo € especifica contra
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estas células tumorais em relacao a células ndo tumorais (Almada Da Silva et al., 2012). Outro
grupo demonstrou que o [10]-gingerol promove a inducdo de apoptose, verificada pela
exposicao de fosfatidilserina, aumento da razao Bax/Bcl-2 e ativacao de caspases-3 e-9 e PARP
em células de cancer de colon da linhagem HCT116. Houve também a fosforilagéo de proteinas
da familia MAPK (Ryu e Chung, 2015). Estudos de Joo et al. (2016) demonstraram que a
atividade antitumoral do [10]-gingerol em células da linhagem de cancer de mama MDA-MB-

231 sdo mediadas pela supressdo de EGFR e inativacao das atividades de Akt e MAPK.

1.6 Cultura tridimensional versus cultura em monocamada

O céancer de mama é uma doenca complexa e multifatorial. O microambiente tumoral
é um local heterogéneo com multiplas interacdes entre as células tumorais e outros tipos de
células ndo mutadas: células pertencentes ao sistema imune como macrdfagos; células
endoteliais e fibroblastos, bem como com a MEC e seus constituintes. Estas interacdes podem
envolver sinais autdcrinos, paracrinos e endocrinos. A MEC fornece sinais envolvidos na
transcricdo génica, no crescimento, na diferenciacdo e sobrevivéncia ou morte celular, e se
altera durante a progressdo de tumores (Weaver et al., 1996; Thoma et al., 2014; Weigelt et al.,
2014).

Os métodos in vitro de triagem de compostos candidatos a novas drogas antitumorais
em células cancerigenas humanas em cultivo representam uma metodologia simples,
relativamente rapida, barata, reprodutivel e fornecem importantes dados indicativos de
atividade e interagdo com o alvo. Porém, as culturas em monocamada oferecem desvantagens
guando comparadas a cultura tridimensional (3D), que mimetiza melhor o microambiente
tumoral encontrado in vivo, ou mesmo o microambiente de uma mama normal, no que diz
respeito & forma e fungdo (Weigelt et al., 2014).
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Muitos estudos revelaram vantagens da cultura tridimensional sobre a tradicional em
monocamada (2D). A cultura de ceélulas tridimensional ndo sé mimetiza melhor o
microambiente tumoral encontrado in vivo como também possibilita a importante interacéo das
células com componentes da MEC. Em condi¢6es tridimensionais, células mamarias, sob
estimulos especificos, respondem produzindo fatores teciduais especificos da mama, incluindo
a sintese de proteinas do leite. Ap6s inimeros estudos, utilizando células de mama malignas e
ndo-malignas, foi demonstrado que o material que melhor simulava a membrana basal, o qual
induzia mais diferenciacdo morfoldgica e funcional nestas células, era a matriz extracelular rica
em laminina (MECrl ou sigla em inglés IFECM) (Correia e Bissell, 2012; Mroue e Bissell, 2013;

Weigelt et al., 2014).

1.7 Série de progressdo tumoral HMT-3522

Umas das linhagens celulares utilizadas para a cultura 3D sdo as da série de progressao
tumoral HMT-3522. Esta linhagem celular foi originalmente isolada de um nédulo fibrocistico
mamario benigno, coletado a partir de tecido proveniente de uma mamoplastia redutora. Estas
células se tornaram imortalizadas espontaneamente em cultura, dando origem a linhagem nao
maligna S1, a qual é dependente de EGF para seu crescimento. Depois de continuas passagens
sem EGF uma nova linhagem surgiu. Essa linhagem produziu tumores raros quando injetada
em camundongos imunossuprimidos (nude). As células tumorais foram isoladas em cultura e
injetadas novamente em camundongos, originando a linhagem maligna T4-2, uma linhagem
triplo-negativa com fenétipo bastante invasivo (Schmeichel et al., 1998; Rizki et al., 2008; Vidi
etal., 2013).

Células da linhagem S1 crescem em cultura 3D IrECM formando estruturas organoides
de crescimento limitado, similares aos acinos da glandula mamaria. A estrutura basoapical
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polarizada nestes &cinos ¢é garantida por hemidesmossomos, juncdes celulares com a membrana
basal, no lado basal e juncBes célula-célula na porcdo apical. As juncdes basais contém
majoritariamente integrinas a6/p4 ligadas a laminina-332 presente na membrana basal,
secretada basalmente pelas células S1. As integrinas sdo proteinas de adesdo presentes na
membrana plasmatica que se ligam a diferentes proteinas da MEC, de acordo com seu arranjo
de subunidades, constituindo os hemidesmossomos e funcionando como receptores de adesédo
em diferentes vias celulares, como as envolvidas na proliferacdo e sobrevivéncia. Interacdes
entre as células e a MEC sdo mediadas por integrinas. As juncbes célula-célula sdo
caracterizadas por B-catenina e E-caderina em juncdes aderentes localizadas lateralmente e por
Z0-1 e Z0O-2 em tight-junctions lateroapicais. Um pequeno limen, de tamanho menor que o de
uma célula, estd geralmente presente. O complexo juncional é essencial para a organizacédo do
citoesqueleto, assegurando o funcionamento de vias de sinalizacdo e funcdes nucleares (Weaver
et al., 2002; Vidi et al., 2013). Células malignas T4-2 ndo apresentam polarizacdo basoapical.
Quando em cultura 3D IrECM, estas células formam massas multicelulares desorganizadas,
similares a tumores, com proliferacdo ininterrupta. Este crescimento continuo se deve a
hiperexpressdao de EGFR. As interagcdes com a MEC sdo mediadas por integrinas 1, altamente
expressas nestas células, que se ligam a laminina-111 da matriz extracelular, essa interagdo é
necessaria para a sobrevivéncia das células malignas. Contudo, é possivel reverter o fen6tipo
maligno interferindo em algumas vias de sinalizagdo, como por exemplo, bloqueando a
integrina B1 ou inibindo EGFR ou MAPK, restabelecendo a polaridade basoapical e obtendo
estruturas acinares similares as células ndo-malignas. (Wang et al., 1998; Weaver et al., 2002;

Vidi et al., 2013).
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FIGURA 4: Representacao esquematica de células da série de progressdo tumoral HMT-3522
em cultura 3D IrECM.

MEC
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Em verde integrina-a6. Em vermelho juncdes com B-catenina (A) Células ndo malignas S1
formam organdides de crescimento limitado (B) Células T4-2 formam massas desorganizadas
similares a tumores. Adaptado de Vidi, “Three-dimensional culture of human breast epithelial
cells: the how and the why ”. Methods Mol Biol, 945, 193-219 (2013)

1.8 Vias envolvidas na reversdo do fenétipo maligno

Os receptores de fator de crescimento epidermal (EGFR) e receptores de adesédo
integrinas B1 estdo superexpressos em células malignas, levando a um crescimento ininterrupto
(Weaver e Bissell, 1999b). Em sistemas 3D, ou in vivo, ha um crosstalk entre essas duas vias
de sinalizacao, o que n&o € observado em culturas em monocamada. Uma atenuacao da ativagéo

induzida por MAPK/EGF causa paralisacdo do crescimento celular (Wang et al., 1998). A

inibicdo da ativagdo de MAPK ou também a inibicdo de EGFR ou da integrina $1 mediada por
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anticorpos induz uma diminuicdo na expressdo de ambos os receptores (Wang et al., 1998;
Weaver e Bissell, 1999b).

Ja foi demonstrado que, através do bloqueio de integrinas B1 utilizando anticorpos
especificos, como o anticorpo AlIB2, é possivel reverter o fen6tipo maligno em células T4-2
da série de progressdo tumoral HMT-3522, bem como em células das linhagens MCF-7 e
Hs58T (Wang et al., 1998; Wang et al., 2002). Mostrou-se também que a polarizacdo celular
garantida pela integrina 4 em cultura tridimensional estava relacionada a resisténcia a apoptose
tanto em células de mama nao malignas quanto em células malignas cujo fenotipo fora
revertido. Esta conversdo foi também observada quando a polarizacdo de células normais foi
destruida utilizando anticorpos bloqueadores anti-E-caderina (Weaver e Bissell, 1999a; Weaver
et al., 2002). Deste modo foi possivel relacionar a organizacdo e adeséo celular a MEC com a

resisténcia a drogas (Correia e Bissell, 2012)

1.9 Cultura tridimensional na pesquisa de drogas quimioterapicas

Pesquisas utilizando drogas quimioterapicas também encontraram diferencas da
cultura tridimensional sobre a tradicional em monocamada. Células em cultura tridimensional
demonstram maior resisténcia a tratamentos com drogas que as células em cultura tradicional
em monocamada. Em estudos com tamoxifeno, contra células de cancer de mama da linhagem
MCF-7, foram necessarias concentracGes mais altas da droga para ter efeito citotoxico em
cultura 3D que em cultura 2D, resultando em um ICso mais elevado para as células em cultura
tridimensional quando comparadas a cultura em 2D. (Dhiman et al., 2005). De maneira similar,
estudos com cetuximab em células de cancer colorretal das linhagens HT29 e HCT116, também
demonstraram um efeito antiproliferativo muito menor (40%) em células HT29 em cultura
tridimensional quando comparado com o efeito da droga em cultura convencional (60%)
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(Magdeldin et al., 2014). Contudo, outro grupo de pesquisa, utilizando higth-throughput
screening (HTS) para testes de citotoxicidade com 95 diferentes farmacos, observou
sensibilidade seletiva a drogas aumentada em células tumorais (BT-474) em cultura 3D frente
a células normais (MCF-10A) nas mesmas condicOes, diferente do observado em culturas em
monocamada (Howes et al., 2014). Esses estudos demonstram que sistemas de cultura
tridimensionais, portanto, sdo mais eficientes do que a cultura em monocamada para estudos
pré-clinicos de respostas a drogas. Em conjunto estes resultados demonstram que as culturas
3D podem ser muito promissoras em preencher o vazio existente entre as técnicas in vitro e in
Vvivo, ja que estudos in vivo, apesar de excelentes modelos para avaliar os efeitos de novas
drogas antitumorais em potencial, envolvem custos elevados, manejo complexo, questdes éticas
e um baixo rendimento quando comparado a estudos in vitro (Charoen et al., 2014; Howes et

al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do [10]-gingerol em diferentes

marcadores tumorais, 0s quais sdo etapas da cascata metastatica, como adesao, proliferacao,

migracéo e invasdo, bem como seus efeitos sobre a apoptose utilizando modelos in vitro em

cultura celular 2D e 3D.

2.2 Objetivos especificos

R/
L X4

X/

Avaliar o efeito antitumoral de um produto natural derivados do gengibre, o [10]-
gingerol, sobre adesdo, proliferacdo, migracao, invasao e apoptose na linhagem de
tumor de mama MDA- MB-231.

Avaliar os efeitos citotdxicos e/ou apoptéticos do [10]-gingerol em células da
linhagem de mama nédo tumoral MCF-10A e comparar com os efeitos na linhagem
MDA-MB-231, para elucidar se ha seletividade deste composto para células
tumorais.

Testar os efeitos [10]-gingerol sobre células da linhagem de progressdo tumoral
HMT-3522: S1 (ndo maligna) e T4-2 (maligna) em cultura celular tridimensional,
observando se ha alteracdo na organizacdo das estruturas tridimensionais e se ha

acdo seletiva sobre células malignas.
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3. MATERIAIS E METODOS

As células de cancer de mama da linhagem MDA-MB-231 e as células de mama da
linhagem MCF-10A foram obtidas no Laboratorio de Biologia do Envelhecimento (LABEN) e
cultivadas, respectivamente, em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
contendo 10% de soro fetal bovino (FBS) e em meio de cultura DMEM F12 suplementado com
5% de soro de cavalo, 20 ng/mL de EGF, 10 pug/mL de insulina, 0,5 pg/mL de hidrocortisona,
e 1% de penicilina/estreptomicina. As células epiteliais HUVEC foram obtidas no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) do departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
UFSCar e cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
contendo 10% de soro fetal bovino (FBS).

As linhagens celulares foram mantidas em um incubador umido com 5% de CO; a 37
°C para serem utilizadas nos experimentos ou cultivadas em garrafas de cultura. As passagens
celulares foram realizadas por tripsinizagao das células com 2 mL de solugio de tripsina (0,1%
em PBS) em estufa umida com 5% de CO- e 95% de Oz a 37 °C durante 5 min, interrompendo
a reacao com a adicao de 2 mL de meio de cultura. O sobrenadante foi removido por
centrifugagao a 1200 rpm por 5 min e as c¢lulas homogeneizadas em meio de cultura, contadas
em camara de Neubauer e utilizadas em quantidade adequada para cada experimento.

Os experimentos em cultura 3D foram realizados utilizando matriz extracelular rica
em laminina (IFECM): Matrigel® (BD Biosciences). As linhagens celulares da série de
progressdo tumoral HMT-3522 S1 (ndo maligna) e T4-2 (maligna) foram fornecidas pelo
Bissell Lab (Berkeley, CA) e mantidas em incubadora imida 37 °C e 5% CO; em meio de
cultura DMEM-F12 (Thermo Scientific) sem soro fetal bovino (FBS) contendo 250 ng/ml de
insulina (Thermo Scientific), 10 mg/ml de transferrina (Sigma-Aldrich), 2,6 ng/ml de selenito

de sddio (Collaborative Research), 10 nM de B-estradiol (Sigma-Aldrich), 1,4 uM de
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hidrocortisona (Collaborative Research), e 5 mg/ml de prolactina (Sigma) para as células T4-
2 e, para células S1, o mesmo meio porém contendo 10 ng/ml de EGF (fator de crescimento

epitelial) (Collaborative Research).

3.1 Morfologia Celular

As células das linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A foram tripsinizadas e contadas.
Posteriormente 0,6x10° células foram semeadas em placas de 12 pocos e incubadas por 24 h em
incubadora umida com 5% de CO; a 37 °C e em seguida tratadas (exceto os controles) com
diferentes concentracdes de [10]-gingerol (1-100 uM) por 24 e 48 h. Com o0 auxilio de um
microscopio invertido acoplado a uma camera foram obtidas imagens para analisar a morfologia

celular.

3.2 Proliferacéo Celular

As células da linhagem MCF-10A foram semeadas (1x10* /placa) em placas de 96
poc¢os em 200 pL de meio DMEM 10% FBS. Apds 24 h de incubacdo, as células foram tratadas
com diferentes concentracGes de [10]-gingerol (1, 10, 50 100, 500 e 1000 uM) por 24 h. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e o veiculo (DMSO) como controle negativo.
Em seguida o meio foi removido e adicionada solucéo contendo 0,5 mg/mL de MTT. As placas
foram incubadas por mais 4 h e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em DMSO.

Em seguida foi realizada a leitura das placas em leitora de ELISA a 595 nm.

3.3 Formacéo de Colbnias

As células das linhagens MDA-MB-231 e MCF-10A foram tripsinizadas e contadas.

Em seguida 3x10? células foram semeadas em cada placa de Petri de 6 cm de diametro e
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incubadas por 24 h em estufa tmida com 5% de CO> a 37 °C e em seguida tratadas (exceto 0s
controles) com diferentes concentracdes de [10]-gingerol (1-100 uM) por 24 h. Passado este
tempo, 0 meio das placas foi trocado por um novo meio sem a adi¢do de nenhum composto. As
placas foram incubadas por 10 dias em estufa umida com 5% de CO, a 37 °C . Ap0s esta
incubacdo, o meio foi removido e as células cuidadosamente lavadas com solucéo salina fosfato
(PBS), fixadas com uma solugdo de metanol e &cido acético em proporcdo de 3:1 por 5 min e

em seguida coradas com cristal violeta 0,5% em metanol por 15 min.

3.4 Migracdo Haptotatica

Células da linhagem MDA-MB-231 (5x10*/poco) ou MCF-10A foram semeadas em
meio livre de FBS e em diferentes concentracdes de [10]-gingerol (1-100 uM) na camara
superior de insertos de migracao (para placas de 24 pocos), cuja parte inferior foi previamente
coberta com uma camada de colageno tipo I (5 pg/mL) overnight em cdmara umida a 4 °C,
utilizado como quimioatraente. A placa foi mantida em incubadora imida com 5% de CO a 37
°C por 4 h. Em seguida, as células remanescentes na camara superior foram removidas com o
auxilio de hastes flexiveis de algodao. As células que foram capazes de migrar para o outro lado
da membrana do inserto foram fixadas com metanol por 5 min e coradas com solucdo de 1%
de azul de toluidina. As membranas de cada inserto foram removidas, preparadas em laminas
de microscopia e fotografadas com o auxilio de um microscépio 6ptico acoplado a uma camera.
Foram escolhidos 5 campos por membrana, compreendendo cerca de 80% da superficie de cada

uma. As células em cada um dos campos foram contadas através do software Image J.

44



3.5 Ensaio de Migracado Wound Healing

Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°/pogo) foram semeadas em placas de 12
pogos e incubadas em estufa imida com 5% de CO a 37 °C até a cultura atingir 100% de
confluéncia. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta e ponteira de 100 pL, além de uma régua
esterilizada, foi feita uma risca vertical no centro de cada pogo. Cuidadosamente, cada poco
foi lavado com PBS para remover fragmentos celulares e células desaderidas da area riscada.
Imediatamente as células foram tratadas com diferentes concentracdes de [10]-gingerol (1-100
KUM), exceto os controles que receberam meio fresco somente. Imagens foram capturadas nos
tempos de 0, 6, 12, 24 e 48 h com o auxilio de um microscopio invertido acoplado a uma camera
fotografica em dois campos diferentes por poco, um acima e um abaixo da linha indicativa do
meio de cada poco. A area de fechamento da risca pela migragéo celular foi medida através do
software Image J e a porcentagem de fechamento calculada de acordo com a férmula descrita

abaixo (Yue et al., 2010):

(Ati=0h - At=Ah)
(A=on)

% fechamento da risca = x (100)

3.6 Transmigracdo endotelial

Células da linhagem MDA-MB-231 (5x10%poco) coradas com Cell Trace Green
(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante, foram semeadas em meio livre de FBS,
contendo 0,5% de BSA, em diferentes concentragdes de [10]-gingerol (1, 10 e 100 uM) na
camara superior de insertos de migracdo (para placas de 24 pocos), previamente recobertos por
uma monocamada de células HUVEC (1x10°) cultivadas por 48 h e tratadas por 4 h com 20

ng/mL de TNF-a. Meio DMEM suplementado com 10% de FBS foi adicionado a camara

45



inferior para agir como quimioatraente da transmigracdo. A placa foi mantida em incubadora
umida com 5% de CO2 a 37 °C por 8 h. Em seguida, as células remanescentes na camara
superior foram removidas com o auxilio de hastes flexiveis de algoddo. As células que foram
capazes de migrar para o outro lado da membrana do inserto através das células epiteliais foram
fixadas com paraformoldeido 4% por 15 min, lavadas 3 vezes de 10 min com solucédo de PBS-
glicina, montadas utilizando meio de montagem com DAPI ProLong Gold (Invitrogen) e
fotografadas em um microscépio de fluorescéncia Axio Vision (Zeiss Microscopy). Foram
escolhidos cinco campos por membrana, compreendendo cerca de 80% da superficie de cada

uma. As células em cada um dos campos foram contadas através do software Image J.

3.7 Invaséao

Insertos de invasdo BioCoat Matrigel® Invasion Chambers kit (BD Biosciences) de 24
POCos, cuja parte interna possui uma cobertura de Matrigel®, material que mimetiza a matriz
extracelular, foram previamente hidratados com meio DMEM livre de FBS por 2 h em ambiente
Umido a 37 °C . Posteriormente células da linhagem MDA-MB-231 (5x10%) foram semeadas
em cada camara superior dos insertos em meio livre de FBS e em diferentes concentracfes de
[10]-gingerol (1-100 uM). Meio DMEM suplementado com 10% de FBS foi adicionado a
camara inferior como quimioatraente. O experimento foi deixado em incubadora Umida com
5% de CO- a 37 °C por 22 h. Em seguida, as células remanescentes na camara superior foram
removidas com o auxilio de hastes flexiveis de algoddo. As células que foram capazes de invadir
através da camada de Matrigel® atingindo o outro lado da membrana do inserto foram fixadas
com metanol por 5 min e coradas com solucgdo de 1% de azul de toluidina. As membranas de
cada inserto foram removidas, preparadas em laminas de microscopia e fotografadas com o
auxilio de um microscépio 6ptico acoplado a uma camera. Foram escolhidos 5 campos por
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membrana, compreendendo cerca de 80% da superficie de cada uma. As células em cada um

dos campos foram contadas através do software Image J.

3.8 Zimografia

Para verificar o efeito do [10]-gingerol sobre a atividade de metaloproteinases de
matriz (MMP-2/-9), proteinas relacionadas aos processos de migracao e invasao, 1x10° células
por poco foram cultivadas por 24 h em placas de 12 pogos até atingirem 100% de confluéncia
na cultura. Em seguida o0 mesmo procedimento descrito anteriormente para a risca no Ensaio
de migracdo Wound Healing foi realizado para estimular a migracdo celular. Logo apds, as
células foram tratadas ou nao (controle) com diferentes concentracdes do produto natural em
meio livre de FBS e incubadas por 12 h. Decorrido o tempo de incubacdo o sobrenadante foi
retirado, centrifugado e suas proteinas totais quantificadas para a utilizacao na zimografia.
Cerca de 8 pg de proteinas de cada amostra foram diluidas em tampao de amostra livre de B-
mercaptoetanol, para evitar a desnaturacdo das mesmas, aplicadas em gel de poliacrilamida
10% contendo gelatina a 1% e a corrida de eletroforese realizada a 4 °C e 80V. O gel foi lavado
em solugao de Triton X-100 2,5% para remover totalmente SDS, incubado por 18 h a 37 °C em
tampao Tris contendo 5 mM de CaCly, 0,02% de NaNsz e 10 mM de ZnCl,. Em seguida, o gel
foi corado com azul de Comassie e descorado com solugao de acido acético, metanol e agua
para visualizar a atividade de MMP-2/-9. A visualizacdo e quantificacdo das bandas foi

realizada com o auxilio do software ImageLab e do equipamento Chemidoc (BioRad).

3.9 Ensaio de fragmentacéo nuclear com DAPI

Células MDA-MB-231 (1x10%poco) foram semeadas em placas de 12 pocos contendo

laminulas de 15 mm de diametro estéreis e incubadas em estufa Umida com 5% de CO, a 37 °C
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por 24 h. Em seguida as células foram tratadas com diferentes concentracdes de [10]-gingerol
(1-50 uM), exceto os controles e incubadas por mais 24 h. Apos esse periodo as células foram
lavadas cuidadosamente com PBS, fixadas com metanol e coradas com solucéo de 30 nM de
DAPI em meio de cultura sem FBS por 10 min. Laminas foram preparadas e fotografadas em

microscopio de fluorescéncia (Olympus).

3.10 Ensaio do Cometa

Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°mL) tratadas por 3 h com diferentes
concentragdes (1,10 e 100 uM) de [10]-gingerol foram tripsinizadas e centrifugadas por 5 min
a 1000 rpm. Aliquotas das amostras de cada tratamento foram coradas com azul de Trypan e
contadas, sendo encontrada viabilidade superior a 80% em todos os tratamentos. Foram
adicionados 40 pL de solucdo contendo as células em 120 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo a 37 °C. A mistura foi transferida para laminas previamente cobertas com agarose e as
células lisadas em tampao de lise (NaCl 2,5 M, EDTA-titriplex 100 mM, Tris 10 mM, Triton
X-100 1%, DMSO 10%, pH 10,0) por 1 h. Em seguida foi feita a desnaturacdo por 20 min para
o relaxamento do DNA enovelado e as laminas foram submetidas a eletroforese alcalina (300
mA, 25 V, 20 min) em tamp&o TBE (Tris-HCI 0,1 M; Acido Bérico 0,09 M; EDTA 1 mM, pH
8,3). As laminas foram coradas com brometo de etidio (2 pg/mL) e examinadas em microscopio
de fluorescéncia. Os cometas foram analisados visualmente e classificados em quatro classes
(FIGURA 5): classe 0, nucleos sem cauda; classe 1, nGcleos com uma cauda menor que 0
didametro do nucleo; classe 2, nicleos com cauda de uma a duas vezes maior que o diametro do
nacleo; e classe 3, nlcleos com cauda maior que duas vezes o diametro do ndcleo. Foram
analisadas 300 células por tratamento e os experimentos foram realizados em triplicata. Os
scores foram calculados através da formula:
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S=N1+(2xN2)+ (3xN3)

Onde, N1, N2 e N3 representam, respectivamente, o numero de células com danos das

classes 1, 2 e 3 encontradas nos experimentos.

FIGURA 5: Visualizacdo das quatro classes para a classificacdo de cometas

Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3

Classe 0, nucleos sem cauda; classe 1, nicleos com uma cauda menor que o diametro do ndcleo;
classe 2, ncleos com cauda de uma a duas vezes maior que o diametro do nucleo; e classe 3,
nacleos com cauda maior que duas vezes o diametro do ndcleo.

3.11 Ensaio de Fragmentacdo do DNA

Células da linhagem MDA-MB-231 (6x10° /placa), foram semeadas em placas de Petri de
6 cm de didmetro. Apds 24 h de incubagdo as células foram tratadas com diferentes
concentragdes (1,10 e 100 uM) de [10]-gingerol ou com o controle positivo de fragmentacéo,
camptotecina a 6 UM por 3 h. O DNA total foi isolado através do método fenol-cloroférmio.
As células foram tripsinizadas, centrifugadas a 1200 rpm por 10 min a 4 °C. O pellet obtido foi
lavado em PBS e em seguida lisado e homeogeneizado com solugéo de 50 L de proteinase K
(5 mg/mL) e 20 uL de SDS 20% em cada tubo. A mistura foi incubada por 3 h em banho-maria
a 37 °C. Em seguida, foi adicionada solucéo de fenol/cloroformio (v/v) em volume igual ao
total de cada tubo, realizada agitacdo por inversao e depois centrifugacdo novamente. A fase
aquosa contendo o DNA foi isolada em novos microtubos e foram adicionados 100 pL de NaCl

6 M e 1 mL de isopropanol em cada tubo. A precipitacdo foi realizada overnight a -20 °C. Apds
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essa etapa, os tubos foram novamente centrifugados, o sobrenadante descartado e 0 DNA seco
a temperatura ambiente. Foram entdo adicionados 100 pL de tampéo Tris-EDTA (Tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e incubado com 2 pL de ribonuclease A (20 mg/mL) por 1 h a 37
°C para a eliminacéo de qualquer residuo de RNA presente. Ao final da extracéo, 20 pL de cada
amostra foi aplicada em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etideo e submetida a

eletroforese.

3.12 Ensaio de TUNEL

O ensaio de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP-biotin nick end
labeling) foi realizado utilizando o kit DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System (Promega),
segundo as instrucdes do fabricante. Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10%/placa) foram
semeadas em placas de Petri de 6 cm e tratadas com 10 uM de [10]-gingerol por 18 h. As
células foram tripsinizadas, lavadas, resuspendidas em PBS e espalhadas em laminas de
microscopia cobertas com poli-L-lisina. Depois de secas por 15 min, as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% por 25 min em temperatura ambiente, lavadas novamente com PBS
e permeabilizadas com solucdo de 0,2% de Triton-X-100 em PBS por 5 min. Em seguida foi
realizada nova lavagem com PBS e as laminas foram mergulhadas por 5 min em tampao de
equilibrio fornecido no kit. A reacdo de marcacédo das extremidades do DNA fragmentado foi
feita utilizando uma solucéo contendo uma mistura de nucleotideos biotinilados, tampédo de
equilibrio e deoxinucleotidiltransferase terminal por 1 h a 37 °C. A reagdo foi terminada com
a solugéo 2 x SSC contida no kit. Depois de uma lavagem com PBS para a remocdo de
nucleotideos biotinilados ndo incorporados e do bloqueio das peroxidases endégenas com

solucdo de peroxido de hidrogénio, foi feita a coloracdo utilizando uma solugdo de
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estreptavidina-HRP e diaminobenzidina (DAB), de acordo com as instru¢des. As laminas

foram enxaguadas em PBS, montadas e fotografadas em microscopio de campo claro.

3.13 Ensaio de Apoptose com Anexina V por Citometria de Fluxo

A atividade apoptotica do [10]-gingerol sobre as células das linhagens MDA-MB-231
e MCF-10A foi analisada por citometria de fluxo utilizando o kit PE Annexin V Apoptosis
Detection Kit (BD Biosciences). As células (1x10%/poco) foram plaqueadas em placas de 12
pocos e incubadas por 24 h. Em seguida foram tratadas com diferentes concentrac6es de [10]-
gingerol (1-100 pM), exceto os controles, por mais 18 h, a fim de conseguir visualizar a
apoptose ainda em fase inicial. Logo ap0s, as células foram lavadas com PBS, incubadas com
5 puL de PE-Anexina V e 7-AAD em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 15 min em
tampdo de ligacdo. Em seguida as células foram lavadas com tampédo de ligacdo fresco,
recolhidas com um cell scrapper e ressuspendidas em 500 pL de tampéo de ligacdo 1x. As
amostras foram analisadas num citdmetro BD Accuri C6 e a fluorescéncia quantificada através

do software CSampler.

3.14 PCR em tempo real quantitativa

Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10° /placa) foram tratadas ou n&o por 8 h com
diferentes concentracdes (1,10 e 100 puM) de [10]-gingerol em placas de Petri de 6 cm. O RNA
total foi extraido utilizando TRIzol (Invitrogen-Life Technologies). Foi utilizado 1 mL de
TRIzol em cada placa. Ap6s 5 min foi feita a lise através de sucessivas pipetagens e a
transferéncia para microtubos. O homogenato foi incubado por 5 min a temperatura ambiente.
Foram adicionados 200 pL de cloroformio em cada tubo e foi realizada agitagdo e nova

incubacéo por mais 3 min a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas por 15 min
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a 12.000 rpm a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para novos tubos e em seguida foram
adicionados 200 pL de isopropanol e cada tubo foi agitado por inversao. Apos incubacéo por
10 min as amostras foram centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
entdo removido e foi adicionado 1 mL de etanol 75% em cada tubo, as amostras foram agitadas
e centrifugadas a 7.500 rpm por 8 min a 4 °C. Este procedimento foi repetido por 3 vezes e
entdo o sobrenadante foi removido e o precipitado seco e dissolvido em 20 pL de dgua ultrapura
tratada com DEPC (Sigma-Aldrich). O RNA extraido de cada amostra foi verificado quanto a
sua pureza e concentracdo no equipamento NanoDrop (Thermo Scientific). Apenas RNA nos
quais a razdo 260/280 e 260/230 encontradas estavam entre 1,8 e 2,1 foram utilizados nos
experimentos.

Apds a extracdo de RNA e armazenamento em freezer -80 °C, foi realizada a sintese
de cDNA utilizando o kit Enhanced Avian RT First Strand Synthesis (Sigma-Aldrich). Foi
calculada a concentracdo ideal de RNA de cada amostra a ser utilizada através da férmula de
concentracdo x volume, bem como o volume de agua. Em cada tubo foi adicionada a quantidade
de RNA calculada, 1 pL de Deoxynucleotide mix, 1 uL de Oligo(dT)2s e agua ultra pura
fornecidos no kit. A mistura foi centrifugada a 3.400 rpm por 30 s e incubada por 10 min a 70
°C. Em seguida, em cada tubo foram adicionados 2 pL de tampé&o 10 x para e-AMV-RT, 1 pL
de transcriptase reversa, 1 pL de inibidor de RNAse e 6 pL de adgua ultrapura, todos fornecidos
no kit. Os tubos foram centrifugados 3.400 rpm por 30 s e incubados a 50 °C por 50 min.

Foi utilizado o equipamento CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System
Analyzer (Bio-Rad) tanto para amplificar genes alvo, quanto genes endogenos (1 ciclo a 95 °C
por 5 min e 40 ciclos de amplificacdo a 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s e 72 °C por 45 s). As

reagOes foram montadas utilizando 5 pL de SYBR Green JumpStart Tag ReadyMix (Sigma-
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Aldrich), 1 pL de cDNA e os pares especificos de primers em uma concentracdo final de 500
nM.

Os primers utilizados foram desenhados utilizando os softwares GeneRunner e
Primer3, através da interface AutoPrime, e em seguida testados através da ferramenta Primer-
BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os primers foram testados
e padronizados para definir a curva de melting 6tima para cada um. Os primers utilizados para

0S ensaios estdo na Tabela 1.

TABELA 1: Lista de oligonucleotideos (primers) iniciadores utilizados para a reacdo de gPCR

Gene Ref. Seq. NCBI Primer Forward Primer Reverse
Caspase-3 NM_004346 5’GTGCTACAATGCCCCTGGAT 5’GCCCATTCATTTATTGCTTTCC3’
Caspase-8 NM_001080125 5’GGATGAGGCTGACTTTCTG3’ 5’CTGGCAAAGTGACTGGATG3’
Caspase-9 NM_032996 5’GCCTCAATGCCAGTAACG3’ 5’ GTTGTCAGGCGAGGAAAG3’
Bax NM_001291428 5’CATCCAGGATCGAGCAGG3’ 5’CGATGCGCTTGAGACACTC3’
Bcl-2 NM_000633 5’GGTGGGAGGGAGGAAGAAT3’ 5’GCAGAGGCATCACATCGAC3’
p-actina NM_001101.3 5’GACGGCCAGGTCATCACCATTG3>  5’AGCACTGTGTTGGCGTACAGG3’

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. O nivel comparativo de expressao
de cada gene foi calculado como 2-2Ct (método do #2Ct), onde “ACt = ACt amostra - 2Ct
controle. Os valores de Ct das amostras e dos controles foram normalizados pela quantidade do
controle enddgeno S-actina (*Ct do controle ou amostra = Ct do controle ou amostra — Ct f-

actina do controle ou amostra) (Livak e Schmittgen, 2001).

3.15 Western Blotting

Células da linhagem MDA-MB-231 (1x10°/placa) foram tratadas ou n&o por 18 h com
diferentes concentracdes (1,10 e 100 uM) de [10]-gingerol em placas de Petri de 6 cm. Apds o
tratamento as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS e lisadas com tampéo de lise

CelLytic M (Sigma-Aldrich). A concentragdo de proteinas presente em cada amostra foi
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determinada utilizando o kit de quantificacdo BCA (Thermo Scientific). Em seguida, um
volume de cada amostra contendo 100 pg de proteina foi aplicado em gel SDS-PAGE entre
10% e 14% de acrilamida, de acordo com testes piloto. Apos a corrida de eletroforese, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad) através de
transferéncia semi-seca no equipamento TransBlot Turbo (Bio-Rad). As membranas foram
bloqueadas com tampdao TBS (Tris 20 nM, NaCl 0,5 M pH 7,4) com 1% de caseina (Bio-Rad)
e em seguida incubadas com anticorpos primarios anti-caspase 3, (IgG de camundongo
conjugado com HRP; diluicdo: 1:1000), anti-caspase 8 (IgG de camundongo; diluicdo 1:1000),
anti-caspase-9 (IgG de camundongo; diluicdo 1:1000) e anticorpo anti-GAPDH (1gG de
camundongo; diluicdo 1:5.000) como controle enddgeno (Novus Biologicals). Apds a
incubacdo as membranas foram lavadas em TBS (Bio-Rad) e incubadas com os anticorpos
secundarios anti-camundongo produzidos em coelho e conjugados com HRP (Novus
Biologicals). A reacdo quimioluminsecente foi realizada utilizando o kit Clarity Western ECL
Substrate (Bio-Rad). As bandas resultantes foram observadas em fotodocumentador ChemiDoc

(Bio-Rad) e quantificadas através do software Image Lab (Bio-Rad).

3.16 Adesdo Celular

Placas de 96 pocos foram preparadas com solucdo de solucdo de 10 pg de colageno
tipo 1 ou 1 pg/poco de vitronectina ou 0,3 pg/poco de laminina ou fibronectina, imobilizadas
em tampao de adesdo (tampdo HEPES 20 mM pH 7,35 com 1 mM de MnClz, 1 mM de MgSOs,
5 mM de KCI e 150 mM de NaCl) overnight a 4 °C, em seguida blogueadas por uma hora com
tampé&o de adesdo com 1% de BSA e depois lavadas com 100 pL de tampdo de adeséo por pogo.
Células da linhagem MDA-MB-231 (5x10%/mL) foram incubadas por 30 min com [10]-gingerol
em diferentes concentracdes (1, 10, 50, 100, 500 e 1000 uM) em estufa umida com 5% de CO>
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a 37 °C e entdo plaqueadas e incubadas nas mesmas condic¢des por mais 1 h. Em seguida as
células ndo aderidas foram removidas cuidadosamente atravées de lavagem. As células aderidas
foram fixadas com 100 uL de etanol 70% por 10 min e coradas com cristal violeta 0,5% por 20
min. O excesso de corante foi removido delicadamente por lavagem com PBS. As células
coradas foram diluidas em 100 pL de solucdo de 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS), por 30

min foi feita a leitura das placas em leitor de ELISA a 595 nm de comprimento de onda.

3.17 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 6 . Cada
experimento foi realizado trés vezes em triplicata. Foram calculados a média e o desvio padréo
e em seqguida foi realizada analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey para determinar

se os resultados foram estatisticamente diferentes em relagdo aos controles.

3.18 Cultura celular tridimensional

A cultura tridimensional foi realizada de acordo com a metodologia previamente
descrita por Lee et al. (2007) utilizando o método “on top”. Brevemente, placas de cultura de
24 ou 6 pogos foram cobertas com 0,5 mL de Matrigel® gelada, espalhada com uma pipeta,
evitando a formacéo de bolhas. As placas foram mantidas em uma incubadora imida a 37 °C e
5% CO2 por 30 min para que ocorra a polimerizacao.

As células foram tripsinizadas, contadas e semeadas sobre a matriz previamente
formada e cobertas com meio gelado contendo 10% de Matrigel®. As células foram tratadas
neste momento ou apos o crescimento e formacgdo de organoides tridimensionais com 0s

diferentes compostos a serem testados, de acordo com cada experimento a ser realizado.
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3.19 Imunocitoquimica de fluorescéncia

Este ensaio permitiu verificar se 0 mecanismo de acdo dos compostos, caso sejam
eficazes em inibir a proliferacdo celular, estd relacionado a apoptose, ou morte celular
programada, como € desejavel para compostos antitumorais ou ainda se estes compostos séo
capazes de reverter o fenotipo maligno de tumores iniciais. As estruturas foram coletadas dos
pOCOS Nos quais cresceram, depois de lavadas com PBS gelado, e espalhadas sobre laminas de
microscopia. Entdo, as células foram fixadas utilizando uma solucéo de paraformaldeido 4%
por 20 min e lavadas trés vezes com PBS-glicina 0,75% por 10 min. As laminas foram
bloqueadas em solucdo para imunofluorescéncia (IF) contendo 10% de soro de cabra e
fragmentos de anticorpos goat anti-mouse IgG F(abl)2 (Santa Cruz Biotechnologies) por uma
hora a temperatura ambiente. Em seguida foi feita a incubacdo overnight 4°C a com os seguintes
anticorpos primarios: anti-a6-integrina (1:300), anti-B-catenina (1:50) (BD Biosciences),
GM130 (D6B1) x P(R) (1:1000) e anti-caspase3 clivada (Cell Signaling Technologies). As
laminas foram lavadas com solucéo IF trés vezes por 20 min. A incubag¢do com 0s anticorpos
secundarios foi feita utilizando anticorpos Alexa Fluor-488 e -568 (1:500) apropriados para
cada anticorpo primario utilizado na etapa anterior. Apds uma nova lavagem com PBS, duas
vezes por 10 min, foi feita a coloragdo com DAPI (diamidino-2-phenylindole) utilizando
solucéo contendo 0,5 mg/mL de DAPI (Thermo Scientific) por 4 min a temperatura ambiente
e entdo uma nova lavagem com PBS por mais 10 min antes de montar as laminas com
Fluoromount G (Eletron Microscopy Sciences). As laminas foram fotografadas utilizando um
microscopio de fluorescéncia AxioVision (Zeiss Microscopy) e analisadas utilizando o

software Image J.
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3.20 Ensaio de viabilidade com Calceina-DAPI

Este ensaio foi realizado para verificar se 0s compostos de interesse sdo capazes de
agir sobre tumores ja formados em IrECM, ou seja, apds a formacdo das estruturas
tridimensionais, servindo como um modelo do cenario encontrado no tratamento de tumores in
vivo. O ensaio foi realizado seis dias apds o crescimento para linhagens ndo malignas e 4 dias
para células malignas. A observacdo de que os compostos sdo capazes de desfazer os tumores
formados em 3D é clinicamente relevante, pois sugere a eficacia dos compostos, mesmo apds
a massa tumoral j& formada. As células foram tratadas com diferentes concentracGes dos
compostos de interesse por trés dias. Apds o tratamento, as estruturas foram coradas utilizando
0.001 mg/mL de calceina acetoximetil-diacetil éster (calceina AM) (Invitrogen) e 0.05 mg/mL
de DAPI (Thermo Scientific) por uma hora em incubadora Umida (37 °C, 5% CO3). As placas
foram fotografadas utilizando um microscopio de fluorescéncia AxioVision (Zeiss Microscopy)

e analisadas utilizando o software Image J.

3.21 Extracao proteica

O objetivo deste e do ensaio seguinte foi coletar amostras de proteinas celulares para
avaliar através de western blotting a expressao de proteinas relacionadas ao fendtipo de reversao
de maligno para ndo maligno. Para realizar os experimentos envolvendo extracdo de proteinas,
0s géis de matriz extracelular provenientes das culturas 3D foram previamente solubilizados
utilizando PBS-EDTA (5 mM). A solugéo foi transferida para tubos de centrifugacdo e mantida
sob agitacdo a 4°C por 20 min para dissolver a Matrigel® e ento centrifugadas por 5 min a 80
rpm. Os pellets obtidos foram lisados com tampéo RIPA (150 mM NaCl; 50 mM Tris HCI pH
7.4; 50 mM NaF; 2 mM EDTA,; 1 % NP-40; 0,5 mM deoxicolato de sodio; 0,1% SDS, pH 8.0)

e os lisados transferidos para um microtubo de 1,5 mL, congelados overnight a 20°C, em
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seguida sonicadas por 20 s no gelo e centrifugadas por 20 min a 12.000 rpm. Apos a

centrifugacdo o sobrenadante foi armazenado a -80°C.

3.22 Western blotting

A concentracdo de proteinas de cada sobrenadante, obtido na extracdo de proteinas,
foi determinada utilizando o Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Amostras de
proteina (15 pg) foram aplicadas em um gel Tris-glicina 4-20% (Bio-Rad), separadas por
eletroforese, transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad), incubadas com
anticorpos anti-pB1-integrina, anti-EGFR e anti-B-catenina (1:1000) (BD Biosciences) e em
seguida incubadas com anticorpos secundarios apropriados conjugados com HRP (1:5000)
(Thermo Scientific). A p-catenina foi utilizada como controle enddgeno. A revelacdo
quimioluminescente de alta performance foi realizada utilizando o substrato Clarity™ Western
ECL (Bio-Rad). As bandas especificas foram visualizadas e fotografadas utilizando o
equipamento ChemiDoc™ MP Image System (Bio-Rad), quantificadas utilizando o software

Image J e normalizadas pela 3-catenina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia Celular

Inicialmente foram realizados ensaios de morfologia celular para avaliar
qualitativamente o efeito do [10]-gingerol sobre as linhagens celulares em estudo. Através deste
experimento foi possivel notar diferencas sensiveis no formato das células tumorais da
linhagem MDA-MB-231 tratadas com [10]-gingerol em relacdo ao controle a partir da

concentragdo de 10 pM em 24 h e 1 uM em 48 h (FIGURA 6).

FIGURA 6: Efeito de diferentes concentrac6es de [10]-gingerol em células de tumor de mama
da linhagem MDA-MB-231.
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Entretanto, as células normais da linhagem MCF-10A sO apresentam morfologia
alterada quando tratadas com 100 uM de [10]-gingerol (FIGURA 7), corroborando com o0s
resultados prévios realizados com fibroblastos humanos (Almada Da Silva et al., 2012). Ainda,
estes resultados séo encorajadores, pois indicam uma agéo citotoxica mais especifica do [10]-

gingerol para células tumorais, 0s quais sdo concentracao e tempo dependentes.
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FIGURA 7: Efeito de diferentes concentracdes de [10]-gingerol em células normais de mama
da linhagem MCF-10A.
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4.2 Proliferacéo celular

Conforme apresentado anteriormente, observamos que o [10]-gingerol provocou mais
alterages na morfologia das células tumorais MDA-MB-231 do que nas células de mama néo
tumorais da linhagem MCF-10A, sendo que na primeira linhagem alteragfes aparecem em
tratamentos com concentracGes menores (10 uM) do que na segunda (100 puM). Deste modo,
foram realizados ensaios de viabilidade celular com as células ndo tumorais de mama da
linhagem MCF-10A para comparar os efeitos antiproliferativos do [10]-gingerol ja publicados
por nosso grupo de pesquisa para a linhagem tumoral MDA-MB-231 e fibroblastos humanos
(FH) (Almada Da Silva et al., 2012).

Os resultados demonstraram que o [10]-gingerol inibiu a proliferacdo das células
MCF-10A de maneira significativa apenas em concentracdes mais altas do que as que ja causam
efeito sobre as células tumorais MDA-MB-231. O ICsg encontrado para a linhagem MCF-10A
(FIGURA 8) foi de 295 uM, bem superior ao encontrado anteriormente para as células MDA-
MB-231, de 12,1 uM, porém inferior ao ICso para FH, que ndo pdde ser calculado, ja que a

inibicdo ocorreu em concentragdes superiores a 500 uM (Almada Da Silva et al., 2012). Este
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resultado nos parece promissor, pois podemos concluir que o [10]-gingerol apresenta
citotoxicidade maior para inibir a proliferacdo de células tumorais de mama comparado a
linhagens ndo tumorais.

FIGURA 8: Efeito do [10]-gingerol sobre a viabilidade de células ndo tumorais da linhagem
MCF-10A.
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(A) Efeito do [10]-gingerol sobre a viabilidade de células ndo tumorais da linhagem MCF-10A.
As células foram tratadas as concentracdes indicadas de [10]-gingerol por 24 h. Doxorrubicina
foi utilizada como controle positivo. (B). O ICso do [10]-gingerol para as células MCF-10A foi
de 295 uM. * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
4.3 Formacéo de Col6nias

O ensaio clonogénico demonstrou que o [10]-gingerol é capaz de inibir
completamente a formacgédo de coldnias das células tumorais da linhagem MDA-MB-231 na
concentracdo de 100 uM, como é possivel verificar na Figura 9. Também ha uma diminuicéo
no tamanho e ndmero de coldnias na concentracdo de 10 pM, a qual, porém ndo é
estatisticamente significante. O ensaio foi igualmente realizado com as células da linhagem
MCF-10A, porém as mesmas nao sdo capazes de formar coldnias (dados ndo apresentados).

N&o foram encontrados dados similares na literatura utilizando compostos derivados do

gengibre.
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FIGURA 9: Efeito de diferentes concentracdes de [10]-gingerol sobre a formacéo de coldnias
em células tumorais da linhagem MDA-MB-231.
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(A) Numero de colbnias normalizadas em relacdo ao controle. (B) Tamanho das colénias em
relacdo ao controle. * P < 0,0001. A imagem corresponde a uma replicata representativa.

4.4 Migracao Haptotatica

A migragdo haptotatica consiste em um ensaio utilizando insertos comerciais com
membranas contendo poros de 8 um revestidos em sua parte inferior com uma substancia com
a qual as células possuem alta afinidade de adesdo, no caso, colageno tipo I. Este ensaio
apresenta vantagens sobre o ensaio de migracdo convencional por reduzir o tempo de incubacao
de 22 para 4 h, ja que foi observada acdo citotoxica do [10]-gingerol em concentracdes mais
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elevadas nos ensaios de migracdo tradicionais realizados previamente. Neste experimento,
utilizando o [10]-gingerol para tratar as células, € possivel verificar sua capacidade de inibir a
migracao celular em um tempo de incubacdo onde ainda néo se nota efeito citotoxico sobre as
células MDA-MB-231 (Moutasim et al., 2011). Na Figura 10 sdo apresentados os dados obtidos
através do ensaio de migracdo haptotatica com as concentracdes de 1, 10 e 100 uM de [10]-
gingerol. Pode-se observar que o [10]-gingerol foi capaz de inibir significativamente a migracéo
em todas as concentracoes.

Para avaliar o efeito do [10]-gingerol sobre a capacidade de migracdo das células ndo
tumorais da linhagem MCF-10A foi realizado também um ensaio de migracdo (FIGURA 10),
por motivo de comparacdo com a linhagem tumoral MDA-MB-231. Os resultados obtidos
indicam que o [10]-gingerol também pode inibir a migracdo em células normais da linhagem
MCF-10A, assim como inibiu a migracdo das células tumorais, porém de maneira menos
acentuada, ja que na linhagem tumoral a concentracdo de 1 uM ja foi suficiente para inibicédo
da migracdo. Ainda, foi possivel observar que a linhagem ndo tumoral possui um menor
potencial migratério em relacdo a linhagem tumoral testada anteriormente, o que é um resultado

esperado.
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FIGURA 10: Efeito das diferentes concentracdes de [10]-gingerol sobre a migragéo transwell
em células MDA-MB-231 e MCF-10A.
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(A) Efeito das diferentes concentracdes de [10]-gingerol sobre a migracéo transwell em células
MDA-MB-231 e (B) MCF-10A. As células em cada um dos campos foram contadas através do
software Image J. As imagens abaixo dos graficos correspondem a campos representativos de
cada condicdo. * P <0,01; ** P <0,001

4.5 Ensaio de Migracdo Wound Healing

Para avaliar o efeito do [10]-gingerol sobre a capacidade de migracdo das células
tumorais da linhagem MDA-MB-231 foi realizado o ensaio de wound healing que consiste na
remocdo, formando de uma risca longitudinal, de células confluentes cultivadas em placas de
12 pocos, e observar o fechamento da mesma risca ao longo do tempo (Lampugnani, 1999).

Na Figura 11 é possivel observar imagens representativas dos campos fotografados.
Pode-se observar que o tratamento com [10]-gingerol diminuiu significativamente a area de
fechamento nas concentragbes de 1 UM em 24 h (dados ndo mostrados), 10 uM e 100 uM a

partir de 6 h. Isso pode sugerir que o [10]-gingerol é capaz de diminuir a motilidade celular,

mesmo em baixas concentracdes, as quais ndo sdo citotoxicas para as células tumorais,
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demonstrando um efeito especifico sobre a migragéo celular. Os tempos de 24 e 48 h foram
desconsiderados pelo possivel efeito citotoxico do composto nestes tempos.

FIGURA 11: Efeito do [10]-gingerol sobre a migracdo de células da linhagem MDA-MB-231
em ensaio de wound healing
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(A) Efeito do [10]-gingerol sobre a migracédo de células da linhagem MDA-MB-231 em ensaio
de wound healing. A area de fechamento da risca pela migrac&o celular foi medida através do
software Image J. (B) Porcentagem de fechamento calculada de acordo com o descrito por Yue
etal. (2010). * P <0,01, ** P <0,001 e *** P< 0,0001. O experimento foi realizado em triplicata
e as imagens sao representativas de cada condicao.
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Né&o foram encontrados resultados similares que demonstram o papel do [10]-gingerol
na migracdo de células tumorais na literatura. Lee et al. (2008), entretanto, ja havia demonstrado
que em concentracbes de 2,5 a 10 uM o [6]-gingerol inibe de maneira dependente de

concentracdo a migracéo de células da linhagem MDA-MB-231.

4.6 Transmigracéao endotelial

Uma caracteristica importante durante a formacédo de metastases é a capacidade de as
células originarias do tumor primario atravessarem a camada de células endoteliais que forma
os capilares sanguineos. Para avaliar o efeito do [10]-gingerol sobre a capacidade de
transmigracdo das células tumorais da linhagem MDA-MB-231 atraves de uma monocamada
de células endoteliais, foi realizado o ensaio de transmigracao que consiste em semear células
tumorais na camara superior de insertos previamente recobertos com uma camada de células
endoteliais (HUVEC), utilizando uma substancia quimioatraente na camara inferior para
estimular a migracdo das células tumorais.

Na Figura 12 sdo apresentados os dados obtidos apOs a realizacdo do ensaio de
transmigracdo. Foi possivel observar uma reducdo significativa na capacidade das células
MDA-MB-231 migrarem através da monocamada de células endoteliais em todos o0s
tratamentos. A reducdo foi expressiva (cerca de 75%) mesmo em concentracdes menores como
1 uM, sendo quase total no tratamento com 100 pM. No tempo de incubagéo deste experimento,
de 8 h ainda ndo é observada acéo citotoxica do composto em outros ensaios. Ndo foram

encontrados dados similares na literatura.
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FIGURA 12: Efeito das diferentes concentracfes de [10]-gingerol sobre a transmigracéao
endotelial em células MDA-MB-231 através de uma monocamada de células da linhagem
HUVEC.
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Apenas as células capazes de migrar foram fixadas. As células em cada um dos campos foram
contadas através do software Image J. As imagens correspondem a campos representativos de
cada condicdo. *** P <0,001.

4.6 Invasao

O ensaio de invasdo é bastante similar ao ensaio de migragdo, porém 0s insertos
utilizados neste ensaio possuem em sua cdmara superior uma camada de Matrigel® recobrindo
a membrana porosa. Matrigel® é um material que mimetiza a matriz extracelular, sendo assim,
através deste experimento é possivel selecionar células tumorais com a capacidade de degradar
a matriz extracelular e invadir outros tecidos, passo crucial na formacdo de metastases. Desta
maneira, tratando as células com [10]-gingerol pode-se avaliar 0 seu potencial antimetastatico
(Moutasim et al., 2011).

Na Figura 13 sio apresentados os dados obtidos pelo ensaio de invaso. E possivel

notar que o [10]-gingerol inibe significativamente a invasdo a partir da concentragao de 1 UM,
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tendo um incremento no efeito inibitorio na concentracdo de 10 uM, ambas pouco citotdxicas
em tempos abaixo de 24 h.

FIGURA 13: Efeito de diferentes concentracdes de [10]-gingerol sobre a capacidade de
invasdo em células tumorais da linhagem MDA-MB-231.
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As células em cada um dos campos foram contadas através do software Image J. O experimento
foi realizado em triplicata. As imagens correspondem a campos representativos de cada
condi¢do. * P<0,0001 e ** P <0,00001.

Resultados similares de inibi¢do da invasdo foram obtidos por Lee et al. (2008) com
[6]-gingerol, porém as concentracbes a partir das quais o [6]-gingerol reduziu
significativamente a invasdo foram maiores (2,5 a 10 uM). Recentemente, resultados de Joo et
al. (2016) mostraram que o [10]-gingerol diminui a capacidade invasiva em células MDA-MB-
231 em resposta a estimulagdo mitdgena pela inibigdo de AKT e p38 mAPK, além da supressao

da expressdo de EGFR.
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4.7 Zimografia

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um grupo de proteases capazes de clivar
as diversas proteinas que compdem a matriz extracelular, tais como colageno, laminina,
fibronectina na presenca do zinco (Zn) como co-fator enzimatico (Wang et al., 2012).

Através da zimografia, apresentada na Figura 14, é possivel visualizar as bandas
correspondentes a MMP-9 em gel de acrilamida com adicdo de gelatina, pois ambas sdo
potentes gelatinases. Uma coloracao simples com azul Commassie cora a gelatina, porém, as
bandas onde estavam presentes as MMPs aparecem em negativo, pois as mesmas a degradaram
a gelatina durante incubacdo com tampé&o contendo ions zinco. Células tumorais da linhagem
MDA-MB-231 parecem ndo expressar MMP-2 em cultura, o que pode ser notado neste
experimento pela presenca de degradacdo de gelatina apenas entre 100 e 75 kDa (Ramos-
Desimone et al., 1999). Nota-se que houve uma diminuicao gradual na concentracao de para o-
MMP-9, sendo esta proporcional a concentracdo de [10]-gingerol com a qual as amostras foram
tratadas. Essa diminui¢do é mais acentuada no sobrenadante da amostra tratada com 100 puM

de [10]-gingerol. Nao foram encontrados dados similares na literatura.
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FIGURA 14: Efeito do [10]-gingerol sobre a Pro-MMP-9 em gel de zimografia.
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A visualizacéo e quantificagdo das bandas foi realizada com o auxilio do software ImageLab e
do equipamento Chemidoc (BioRad). * P< 0,0001. (A) Fotografia correspondente a uma

replicata representativa. (B) Quantificacdo das bandas.

4.8 Ensaio de fragmentacao nuclear com DAPI

Um dos sinais indicativos de apoptose numa célula é a fragmentacdo nuclear com

condensacgdo anormal do DNA em heterocromatina. Para verificar a morfologia nuclear das

células MDA-MB-231 tratadas com diferentes concentracdes de [10]-gingerol, foi realizado
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um ensaio qualitativo atraves de uma coloracdo com DAPI, fluor6foro com conhecia afinidade
para 0 DNA (Hughes et al., 1996).

Na Figura 15 observa-se a morfologia normal dos ndcleos das células MDA-MB-231
no controle, a maioria com DNA descondensado, sendo que, ha imagem obtida no aumento de
40x, é possivel ver algumas células em diferentes fases da mitose, algumas se dividindo, com
0 DNA condensado organizadamente. As células tratadas com 1 puM de [10]-gingerol nédo
apresentaram mudancas na morfologia nuclear em relacdo ao controle, mas ja ndo se encontram
células em divisdo. No tratamento com 10 UM de [10]-gingerol é possivel notar algumas células
com fragmentacdo nuclear, caracterizada pela condensacdo do DNA em corpusculos
arredondados, muito diferentes do formato normal dos cromossomos. Nas células tratadas com
50 UM de [10]-gingerol observa-se uma diminuicdo no niumero de células da amostra, sendo
gue quase todas as restantes apresentam fragmentacao nuclear notdria. Nao foram encontrados
dados similares na literatura.

FIGURA 15: Efeito do [10]-gingerol sobre a fragmentacéo nuclear em células MDA-MB-231
tratadas com diferentes concentracdes de [10]-gingerol.
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Apbs o tratamento as células foram fixadas e coradas com DAPI. As setas indicam ndcleos
apresentando fragmentacéo.
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4.9 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa é uma técnica amplamente utilizada para a deteccdo de danos ao
DNA, considerados iniciais e passiveis de reparo (Singh et al., 1988; Fairbairn et al., 1995)
Este ensaio é ainda utilizado para verificar a genotoxicidade, que consiste na capacidade de
induzir alteracdes no material genético, sendo este um efeito desejavel contra células que
possuem mecanismos de reparo alterados e inumeras mutacdes, tais como as células tumorais.
E sabido que agentes genotdxicos sdo conhecidos indutores de morte celular por apoptose
nestas condi¢cdes (Norbury e Zhivotovsky, 2004; Roos e Kaina, 2013) .Atraves da analise dos
dados obtidos no experimento, que estdo detalhados na Tabela 2, é possivel notar que o [10]-
gingerol causou danos ao DNA das células MDA-MB-231.

TABELA 2: Frequéncia de células com DNA danificado observado pelo ensaio do cometa
apos 3 h de tratamento com diferentes concentracdes de [10]-gingerol (média £ desvio padréo).

Tratamento Total de Classe de cometa Score
células com
dano no DNA
0 1 2 3
Controle 15.33+251 84.66+251 14.66% 3.51 0.66%+1.15 0.00 £0.00 16 £1.73

Camptotecina 93.00 + 3.60 7.00+3.60 16.33+5.13 19.33+£2.08 57.33x9.71 227 £20.42***
6 uM

[10]-gingerol 21.00+3.00 79.00*3.00 18.66* 3.05 2.33+0.57 0.00 £0.00 23.33 +3.05
1uM

[10]-gingerol 40.33 + 3.21 5966 £3.21 38.66 £5.50 1.66 * 2.88 0.00 £0.00 42 + 2.64*
10 uM

[10]-gingerol 95.33 £ 1.52 466+ 152 5.33+2.88 6.33+550 83.66 £ 3.51 269 + 2.64***
100 uM

*P <0,05; *** P <0,01.
Na Figura 16 estd representado por grafico de barras o score obtido para cada
tratamento, observa-se um efeito superior no tratamento de 100 uM por 3 h, quando comparado

ao dano causado pela camptotecina. Deste modo, é possivel inferir que a indugéo de apoptose
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causada pelo [10]-gingerol, verificada em outros experimentos, pode estar relacionada a danos
ao DNA.

FIGURA 16: Score medio de cometas observados em células MDA-MB-231 apds o tratamento
com diferentes concentragGes de [10]-gingerol.
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* P <0,05; ** P <0,01. CO: controle ndo tratado; CA: tratamento com camptotecina.

Estudos recentes de Rastogi e colaboradores (2014) utilizando o [6]-gingerol
demonstraram que este composto causa dano ao DNA de células de leucemia mieloide
primarias extraidas de pacientes, com envolvimento da producdo de EROs. N&o foram
encontrados estudos na literatura com o [10]-gingerol envolvendo especificamente danos ao

DNA.

4.10 Ensaio de Fragmentagdo do DNA
Uma das caracteristicas indicativas de apoptose € a fragmentacdo do DNA, que pode

ser observada em gel de agarose submetido a eletroforese (Iglesias-Guimarais et al., 2013). Na
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Figura 17 é possivel observar claramente a fragmentacdo do DNA de células MDA-MB-231
apos tratamento com [10]-gingerol na concentragcdo de 100 uM, formando padrdo em escada
similar ao do controle positivo para inducdo de apoptose, camptotecina. Estudos utilizando
tratamento com 75 uM [6]-gingerol em células de tumor de prostata da linhagem LNCaP,
demonstraram resultados similares de fragmentacdo em padréo escada (Shukla et al., 2007).
Chakraborty et al. (2012) também verificou fragmentacdo de DNA de células Hela tratadas
com 125 pg/mL de [6]-gingerol. Outros pesquisadores realizaram tratamentos em células de
carcinoma colorretal COLO 205 com 60 uM de [6]-gingerol e [6]-shogaol e observaram a
fragmentacdo do DNA nesta linhagem (Pan et al., 2008). Ndo ha estudos na literatura
envolvendo [10]-gingerol e fragmentacdo de DNA.

FIGURA 17: Fragmentacdo do DNA de células MDA-MB-231 por acao do [10]-gingerol.
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Células da linhagem MDA-MB-231 foram tratadas com [10]-gingerol em diferentes
concentragdes. A fragmentacdo do DNA pode ser notada no tratamento com a concentragéo de
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100 uM, formando padrdo em escada similar ao do controle positivo camptotecina (setas). M:
marcador; CO: controle ndo tratado; CA: tratamento com camptotecina.

4.11 Ensaio de TUNEL

O ensaio de TUNEL consiste na marcagdo de nucleotideos nas extremidades 3’ de
moléculas de DNA de dupla fita clivadas através de uma enzima transferase terminal. Pode-se
deste modo detectar a presenca de DNA fragmentado diretamente em células ou tecidos, o que
é indicativo de apoptose (Hornsby e Didenko, 2011).

A Figura 18 apresenta as diferencas de coloragdo entre as células do controle e as
células tratadas com [10]-gingerol, que apresentam nlcleos marrom escuros devido a marcagao
com DAB. Deste modo, 0 ensaio de TUNEL confirmou os efeitos do [10]-gingerol em provocar
fragmentacdo do DNA, confirmando, portanto, seu efeito apoptotico.

FIGURA 18: Ensaio de TUNEL mostrando células MDA-MB-231 tratadas com 10 uM de

[10]-gingerol.
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Foi realizada a reacdo de marcacéo e coloragdo com DAB. As imagens correspondem a campos
representativos do controle e do tratamento.
Estudos realizados em células HelLa tratadas com 75 pg/mL de [6]-gingerol
(Chakraborty et al., 2012) e em células de hepatocarcinoma HepG2 (Yang et al., 2012) tratadas

com 50 uM de [6]-gingerol também demonstraram que este composto provoca danos ao DNA.
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N&o h& nenhum estudo que utilize a técnica de TUNEL com [10]-gingerol na literatura,
entretanto, alguns autores demonstraram efeitos pré-apoptoticos desta molécula em células de
carcinoma de célon da linhagem HCT116 tratadas com 10 uM de [10]-gingerol (Ryu e Chung,

2015).

4.12 Ensaio de Apoptose com Anexina V por Citometria de Fluxo

Para verificar a capacidade do [10]-gingerol de induzir apoptose nas células tumorais
da linhagem MDA-MB-231 e MCF-10A, foram realizados testes com o kit PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences). O kit consiste em um fluoréforo, a ficoeritrina (PE),
ligado a anexina V, uma proteina capaz de se ligar a fosfatidilserina, um fosfolipideo de
membrana, mantido normalmente na face citosolica, que € externalizado no inicio da apoptose
e 7-aminoactinomicina D (7-AAD), corante fluorescente marcador de viabilidade celular que
possui alta afinidade pelo DNA mas € excluido por células vivas que possuem membrana
plasmatica integra (Neves e Brindle, 2014). Os resultados pela citometria de fluxo estdo
apresentados na Figura 19.

Na Figura 19 é possivel observar os graficos de pontos obtidos através da citometria
de fluxo. Os graficos apresentam a fluorescéncia de 7-AAD no eixo X e de PE, ligado a anexina
V, no eixo y. No quadrante superior esquerdo (UL) estdo as células marcadas somente com 7-
AAD, ou seja, mortas por necrose. No quadrante inferior direito (LR) aparecem as células
marcadas somente com PE-Anexina V, externalizando fosfatidilserina, o que pode significar
apoptose inicial. No quadrante superior direito (UR) estdo as células duplo-positivo, portanto
em apoptose tardia. As células duplo-negativo, vivas, aparecem no quadrante inferior esquerdo
(LL). Nota-se que houve um aumento gradual no nimero de células apoptoticas proporcional
ao aumento da concentracgdo de [10]-gingerol utilizada no tratamento das amostras. Observa-se

76



um aumento tanto no namero de células marcadas quanto na intensidade de fluorescéncia nas
células tratadas com 1, 10 e 100 uM de [10]-gingerol

FIGURA 19: Efeito do [10]-gingerol sobre a apoptose.
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Células MDA-MB-231 ou MCF-10A foram analisadas por citometria de fluxo apds tratamento
com 7-AAD e PE-Anexina V. As c¢lulas foram tratadas com diferentes concentracoes de [10]-
gingerol. Cada ponto dos gréficos representa uma célula, no eixo x: fluorescéncia de 7-AAD e
no eixo y: PE, ligado a anexina V. Quadrante UL: células marcadas somente com 7-AAD.
Quadrante LR: células marcadas com PE-Anexina V. Quadrante UR: células duplo-positivo.
Quadrante LL: células duplo-negativo. As imagens correspondem a uma replicata
representativa de cada condigéo.

Um gréfico de barras (FIGURA 20) realizado a partir dos dados obtidos em triplicata,
utilizando a soma das células dos quadrantes UR e LR de cada amostra, demonstra que esse
aumento € significativo e gradual nas concentracGes de 1, 10 e 100 uM, indicando que o [10]-
gingerol é um possivel indutor de apoptose em células MDA-MB-231. Nao houve, porém,
mudancgas significativas entre as células MCF-10A tratadas com [10]-gingerol e o controle, o
que sugere uma acao apoptoética seletiva do [10]-gingerol em células tumorais. Ndo foram
encontrados dados similares na literatura. Contudo, estudos realizados por Chakraborty e

colaboradores (2012) com FITC-anexina V, demonstraram que o [6]-gingerol foi capaz de

induzir apoptose em células HeLa, via caspase 3.
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FIGURA 20: Efeito do [10]-gingerol sobre a apoptose em MCF-10A e MDA-MB-231
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4.13 PCR quantitativa em tempo real

Tendo o [10]-gingerol mostrado possuir efeito pré-apoptético, foram realizados
experimentos de PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR) para verificar a expressdo de
genes relacionados a apoptose, como das caspases iniciadoras, caspase-8 e caspase-9 e da
caspase efetora, caspase-3, bem como os membros da familia Bcl-2, que regulam a
permeabilidade da membrana externa da mitocdndria, como Bcl-2, anti-apoptético e Bax, pro-
apoptotico.

Os resultados estdo apresentados na Figura 21 e demonstram que o [10]-gingerol, em
baixas concentracBes (1 pM), aumentou a expressdo génica de caspase-3 e -9, sem efeito
significativo sobre a expressdo génica de caspase-8. Nas concentra¢fes maiores (10 e 100 uM)
também é possivel observar um aumento na expressdo génica destas duas caspases, porem nédo
de maneira significativa em relagcdo ao controle. Ainda, em todas as concentracOes testadas,
houve uma pronunciada reducdo na expressdo de Bcl-2, gene que codifica a proteina anti-
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apoptotica de mesmo nome, enquanto houve aumento na expressao de Bax, gene que codifica
proteina pré-apoptética, sendo este aumento significativo em relacdo ao controle nas
concentracdes de 1 e 100 uM.

FIGURA 21: Efeitos do [10]-gingerol na expressdo de genes pro-apoptoticos e anti-apoptoticos
em células da linhagem MDA-MB-231 tratadas com [10]-gingerol..
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*P <0,05; ** P <0,01.

Em trabalho recente de Ryu e Chang (2014) utilizando [10]-gingerol em células de
carcinoma de colon da linhagem HCT116, também foi observado aumento na razdo Bax/Bcl-2
e aumento na expressao de caspase-3 e caspase-9 de maneira dependente de concentracdo. Os
resultados aqui apresentados estdo de acordo com o observado por estes autores. Fan (2015)
verificou aumento na razdo de Bax/Bcl-2 em células de osteossarcoma tratadas com [6]-

gingerol.

4.14 Western Blotting

Foi realizado, adicionalmente ao ensaio de RT-gPCR, o ensaio de western blotting
para verificar os niveis proteicos de caspase-3, caspase-8 e caspase-9 nas células MDA-MB-
231 tratadas com [10]-gingerol. Foram realizados também testes com as proteinas Bcl-2 e Bax,
porém, ndo foi possivel detecta-las em nenhum dos experimentos realizados. Os resultados
(FIGURA 22) demonstraram que o tratamento das células MDA-MB-231 com [10]-gingerol
induz um aumento dos niveis proteicos de todas caspases em compara¢do com 0s controles ndo
tratados, porém, com algumas diferencas entre as concentragdes utilizadas. Também é possivel
observar a presenca de duas bandas distintas e de massas moleculares diferentes para caspase-
3, indicando possivel clivagem e ativacdo de caspase-3 e, portanto, apoptose dependente de
caspases. Pode-se notar a caspase-8 aumentada em relagdo ao controle na concentragdo de 1
KM, e menos acentuada em 10 uM e 100 pM, de maneira similar ao que aconteceu na expressao
génica, embora ndo tenha sido significativa nesta outra técnica. A caspase-9 tambem apresentou
padrdo de aumento similar, tambem observado na RT-qPCR e significativo somente para 1 pM.

Fan e colaboradores (2015) observaram aumento nos niveis proteicos de caspase-3,
caspase-8 e caspase-9 em células de osteossarcoma tratadas com [6]-gingerol. Chakraborty et

al. (2012) tambem verificaram aumento nos niveis proteicos de caspase-3 em células HelLa
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tratadas com 125 pg/mL de [6]-gingerol. Radhakrishnan et al. (2014) observaram em células
de carcinoma de colon SW-480, tratadas com [6]-gingerol apoptose dependente de caspases,
com aumento nos niveis proteicos de caspase-3, -7, -8 e -9 além da ativacdo das mesmas. Ryu
e Chung (2014) também observaram o aumento dos niveis de caspases-3 e -9 e da presenca de
suas formas clivadas ativas em células HTC116 de carcinoma de colon tratadas com [10]-
gingerol. Este é, até 0 momento, o Unico trabalho na literatura que verifica niveis de caspases
apos tratamento com [10]-gingerol.

FIGURA 22: Efeitos do [10]-gingerol nos niveis proteicos de caspases em células MDA-MB-
231.
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(A) Efeitos nos niveis proteicos de caspases em células MDA-MB-231 incubadas com
diferentes concentragdes de [10]-gingerol. Anti-GAPDH conjugado com HRP foi usado como
controle endogeno. (B) A expressdo proteica foi normalizada para o controle enddgeno
GAPDH, determinada em unidades arbitrarias (UA)* P <0.05; ** P <0.01.

4.15 Adesao celular

A capacidade de adesdo das células tumorais, devido a expressdo de oligossacarideos
aberrantes em sua superficie capazes de interagir fortemente com a matriz extracelular, é uma
das responsaveis pelo potencial metastatico dessas células (Goetz et al., 2009). Para verificar o
efeito do [10]-gingerol sobre a adesédo celular foi realizado um ensaio com colageno tipo | que
mostrou reducdo significativa na adesdo ao colageno tipo I nos tratamentos com concentragoes

de 500 e 1000 pM. Entretanto, a MEC ¢é bastante complexa, estando alguns de seus
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componentes, tais como a laminina, a fibronectina e a vitronectina muito envolvidos na
progressdo tumoral participando de eventos como a proliferacdo e invasdo (Arjonen et al.,
2011). E sabido que interacdes entre células e MEC mediadas por integrinas que se ligam a
laminina, como as integrinas a6P1 ¢ a6p4, sdo necessarias para a sobrevivéncia de células
tumorais (Correia e Bissell, 2012). Sendo assim, foram realizados experimentos de adesdo
utilizando outras proteinas da MEC de modo a elucidar os efeitos do [10]-gingerol sobre as
interacdes célula-MEC.

Na Figura 23 observa-se um grafico representativo da porcentagem de células aderidas
normalizado para o controle apenas com colageno tipo I, com adi¢cdo de DMSO, com albumina
de soro bovino (BSA) como controle negativo de adesao, e os tratamentos com concentracdes
diversas de [10]-gingerol. E possivel notar que s6 houve uma diminuicdo significativa nas
concentracdes de 500 e 1000 UM, capazes de reduzir a adesdo celular em 50% em relacdo ao
controle.

E possivel notar que houve diminuicéo significativa na ades&o das células MDA-MB-
231 a vitronectina, laminina e fibronectina quando estas foram previamente incubadas com
[10]-gingerol a partir de concentra¢fes de 1 uM. O [10]-gingerol inibiu a adeséo das células
MDA-MB-231 a vitronectina, laminina e fibronectina em 60%, 40% e 20%, respectivamente,
comparado ao controle. N&o foram encontrados resultados similares na literatura. Em estudo
realizado por Lee et al. (2008), contudo, uma concentracédo de 10 uM de [6]-gingerol inibiu em
16% a adeséo de células MDA-MB-231 a fibronectina, o que é parcialmente condizente com

os resultados aqui apresentados.
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FIGURA 23: Efeitos do [10]-gingerol sobre a adesao de células MDA-MB-231 a proteinas da

matriz extracelular.
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O resveratrol, composto fendlico encontrado na uva e no amendoim, € um produto

natural capaz de interagir com a integrina aVf3, que se liga a vitronectina da MEC. A ligacao

do resveratrol com o seu sitio receptor na unidade 3 da integrina impede a adeséo a vitronectina

e leva células tumorais de mama das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 a apoptose via

fosforilacéo da p53 e ativacdo de ERK1/2 (Lin et al., 2006). Os resultados obtidos sugerem que

0 [10]-gingerol pode ser capaz de interagir de alguma maneira com as integrinas presentes nas

celulas MDA-MB-231, impedindo sua adesédo e mesmo desencadeando eventos que levam a



apoptose. Porém outros estudos sdo necessarios para confirmar e esclarecer como se da esta

interacdo.

4.16 Morfologia em cultura tridimensional

Apo6s a analise dos efeitos do [10]-gingerol utilizando culturas tradicionais em
monocamada, foram realizados testes para avaliar os efeitos deste composto em culturas
tridimensionais, durante o periodo de estagio no exterior deste trabalho.

Para estabelecer a melhor concentracdo de [10]-gingerol para os experimentos 3D on
top, um ensaio de morfologia foi realizado. Dois controles de reversdo amplamente utilizados
foram também testados para verificar qual deles seria o melhor para comparacéo com o [10]-
gingerol: PD98059, um inibidor mecanistico de MAPK, e AlIB2, um anticorpo anti-integrina-
B1, inibidor da mesma. O primeiro teste 3D foi realizado com um amplo espectro de
concentragdes, 1 uM a 100 uM de [10]-gingerol, determinado previamente em um ensaio com
Alamar Blue em cultura 2D em monocamada. Contudo, quando na cultura 3D, as células
mostraram uma sensibilidade aumentada ao [10]-gingerol e as concentracfes previamente
definidas se mostraram muito altas, levando as células a morte de maneira muito rapida, o que
inviabilizaria a realizagdo dos experimentos subsequentes (resultados ndo apresentados).

Um segundo experimento foi realizado e mostrou melhores resultados em
concentragdes abaixo de 5 uM. A morfologia das células ndo-malignas ndo mostrou alteraces
apo6s o tratamento com o [10]-gingerol, embora uma reducdo do tamanho das estruturas
tridimensionais tenha sido observada nas concentragdes maiores (FIGURA 24).

Por outro lado, células malignas T4-2 tratadas com [10]-gingerol apresentaram uma
reducdo notavel no tamanho das estruturas tridimensionais, similares as observadas nos
tratamentos com PD98059 e anticorpo AlIB2, sugerindo pela primeira vez o [10]-gingerol

provoca uma reversao do fenotipo maligno nesta linhagem. Quando tratadas com concentragdes
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acima de 2.5 uM foi observada desagregacéo das estruturas tridimensionais, além da formacéo
de blebs, o que pode sugerir a ocorréncia de apoptose (FIGURA 25).

Para aproximar os estudos em 3D aos previamente realizados com [10]-gingerol em
cultura bidimensional, células da linhagem MDA-MB-231 foram utilizadas como comparativo.
Quando em cultura tridimensional on top, células MDA-MB-231 formam grandes estruturas
similares a tumores. As células mostraram sensibilidade aumentada ao [10]-gingerol, com uma

notavel reducdo no tamanho das estruturas nos tratamentos superiores a 1 UM (FIGURA 26).
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FIGURA 24: Efeitos do [10]-gingerol em células ndo malignas S1.

S1 controle

Placas de cultura foram cobertas com Matrigel® e mantidas em uma incubadora Umida 37 °C
min para polimerizacdo. As células foram tripsinizadas, contadas e semeadas sobre a matriz
previamente formada e cobertas com meio gelado contendo de Matrigel® e concentragdes
indicadas de [10]-gingerol. Aumento 20x. Escala 40 pm.
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FIGURA 25: Efeitos do [10]-gingerol em células malignas T4-2.

T4-2 controle

T4-2 PD98059

Placas de cultura foram cobertas com Matrigel® e mantidas em uma incubadora Umida 37 °C
min para polimerizacdo. As células foram tripsinizadas, contadas e semeadas sobre a matriz
previamente formada e cobertas com meio gelado contendo Matrigel® e concentragoes
indicadas5 pde [10]-gingerol ou PD98059, inibidor de MAPK ou AlIB2, um anticorpo anti-p1-
integrina, inibidor da mesma, como controles de reversdo.l p. Aumento 20x. Escala 40 pum.
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FIGURA 26: Efeitos do [10]-gingerol em células malignas MDA-MB-231.
MDA-MB-231 controle

Placas de cultura foram cobertas com Matrigel® e mantidas em uma incubadora 37 °C min para
polimerizacdo. As células foram tripsinizadas, contadas e semeadas sobre a matriz previamente
formada e cobertas com meio contendo 10% de Matrigel® 5 pe concentragdes indicadas de
[10]-gingeroll p. Aumentos 10x (primeira imagem) e 20x (demais imagens). Escala 40 pum.
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4.17 Imunocitoquimica de fluorescéncia

Células ndo malignas S1 crescem em cultura tridimensional formando estruturas
acinares de crescimento limitado. A estrutura basoapical polarizada é garantida pelas juncdes
célula-membrana basal. As juncdes basais contém integrinas a6/p4 ligadas a laminina da
membrana basal e as juncGes célula-célula contendo p-catenina e E-caderina estdo localizadas
lateralmente em juncdes aderentes (Weaver et al., 2002; Vidi et al., 2013). Ja células malignas
T4-2 ndo apresentam polaridade basoapical, mas formam estruturas multicelulares
desorganizadas, similares a tumores, com intensa proliferacdo, assegurada pela hiperexpressédo
de EGFR. As interagdes com a MEC sdo mediadas por integrinas-p1 altamente expressas. E
possivel reverter o fenotipo maligno bloqueando integrina-p1 ou inibindo EGFR ou a via da
MAPK, reestabelecendo a polaridade e obtendo estruturas acinares similares as células nédo
malignas. (Wang et al., 1998; Weaver et al., 2002; Vidi et al., 2013).

Para verificar se o tratamento com [10]-gingerol seria capaz de reverter o fenotipo
maligno invasivo e desorganizado das células T4-2, foi realizada uma imunocitoquimica
utilizando anticorpos anti-integrina-a6 e anti-B-catenina. Os resultados corroboraram com o
ensaio de morfologia realizado anteriormente. As estruturas tridimensionais das células T4-2
estavam ndo s6 menores como também foram revertidas quando tratadas com [10]-gingerol. As
estruturas exibiram organizacdo similar a dos organoides acinares das células S1 (FIGURA 27)
bem como a dos controles de reversao, tratados com PD98059 e AlIB2 (FIGURA 28). Por outro
lado, as células MDA-MB-231 tratadas apresentaram reducéo no tamanho das estruturas, porém
néo foi observada reorganizagdo (FIGURA 29).

Os resultados, como esperado, também mostraram a auséncia de caspase-3 clivada nas
células S1 tratadas com [10]-gingerol (FIGURA 29), com valores baixos, proximos aos do
controle (2,5%) (FIGURA 32). Contudo, estruturas de células T4-2 revertidas revelaram uma
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forma peculiar de apoptose, com a concentracdo de caspase-3 no centro, no compartimento
luminal em cerca de 25% das células (FIGURA 32). Esse fenémeno pode ser explicado pelas
interacdes das células localizadas basalmente com a MEC, as quais garantem protecdo contra a
apoptose (Weaver e Bissell, 1999b; Weaver et al., 2002). Novamente, como esperado, as
estruturas desorganizadas de células MDA-MB-231 mostraram marcagao positiva massiva para
caspase-3 clivada, conforme os resultados prévios em cultura de monocamada, com cerca de
85% de células apoptdticas (FIGURAS 31 e 32). Porém, as concentraces necessarias para
induzir apoptose foram menores que nos ensaios prévios em cultura bidimensional.

FIGURA 27: Imunocitoquimica das células ndo-malignas S1.

controle 51
3D ontop

1uM [10]-gingerol 2,5uM [10]-gingerol

As estruturas tridimensionais foram coletadas dos pogos onde cresceram, fixadas, incubadas
com anticorpos primarios anti-integrina o6, anti-p-catenina e coradas com anticorpos
secundarios conjugados com AlexaFluor. Os nucleos foram corados com DAPI.Aumento de
40x%. Escala 40 pm.
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FIGURA 28: Imunocitoquimica das células malignas T4-2
controle PD98059 T4-2

3D on top

2,5uM [10]-gingerol

As estruturas tridimensionais foram coletadas dos pogos onde cresceram, fixadas, incubadas
com anticorpos primarios anti-integrina o6, anti-p-catenina e coradas com anticorpos

secundarios conjugados com AlexaFluor. Os nucleos foram corados com DAPI. Aumento 40x.
Escala 40 um.
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FIGURA 29: Imunocitoquimica das células MDA-MB-231.

g 1uM [10]-gingerol MDA-MB-231
3D on top
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As estruturas tridimensionais foram coletadas dos pogos onde cresceram, fixadas, incubadas
com anticorpos primarios anti-integrina o6, anti-p-catenina e coradas com anticorpos
secundarios conjugados com AlexaFluor.5 u Aumento 40x%. Escala 40 pm.
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FIGURA 30: Imunocitoquimica para caspase-3 clivada das células da série de progresséo

tumoral HMT-3522.
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As estruturas tridimensionais foram coletadas dos pocos onde cresceram, fixadas, incubadas
com anticorpos primarios anti-integrina 06 e anti-caspase-3 clivada e coradas com anticorpos
secundarios conjugados com AlexaFluor. (A) Células S1 tratadas com veiculo e 2.5 uM [10]-
gingerol, negativas para caspase 3 clivada. (B) Células T4-2 tratadas com veiculo. (C)
Estruturas revertidas de células T4-2 tratadas, com apoptose localizada no lumen. (D) Grafico
da intensidade de fluorescéncia media, mostrando um aumento na quantidade de caspase-3
clivada no centro das estruturas de T4-2 tratadas. Aumento de 40x. Escala 40 pm.
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FIGURA 31: Imunocitoquimica para caspase-3 clivada das células MDA-MB-231.
MDA-MB-231 B MDA-MB-231
3D on top T 3D on top

controle » 2,5uM [10]-gingerol

controle 40x % 2,5uM [10]-gingerol

As estruturas tridimensionais foram coletadas dos pogos onde cresceram, fixadas, incubadas
com anticorpos primarios anti-integrina 06 e anti-caspase-3 clivada e coradas com anticorpos
secundarios conjugados com AlexaFluor. As estruturas desorganizadas de células MDA-MB-
231 sdo altamente positivas para caspase-3 clivada. Os painéis superiores mostram um aumento
de 10x% e os inferiores 40x%. Escala 40 um.
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FIGURA 32: Razdo caspase-3 clivada/DAPI mostrando a taxa de apoptose nas células S1, T4-
2 e MDA-MB-231.
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4.18 Western blotting

Dois importantes marcadores para progressao maligna sdo a hiperexpressédo de
receptores de crescimento epitelial (EGFR) e receptores de adesédo integrina-f1 (Weaver e
Bissell, 1999b). J& foi demonstrado que, em estruturas tridimensionais, assim como in vivo, ha
uma modulagdo cruzada bidimensional entre estas duas vias de sinaliza¢do e que a supressao
de crescimento observada em estruturas tridimensionais revertidas de ceélulas T4-2 esta
correlacionada com uma atenuacdo da ativacdo induzida de MAPK/EGF, o que poderia ser uma
estratégia terapéutica alternativa contra o cancer de mama em estagios iniciais (Wang et al.,
1998). A inibicdo da ativacdo de MAPK ou a inibi¢cdo de EGFR ou integrina-p1 mediada por
anticorpos induz uma diminuigdo na expressdo de ambos os receptores (Wang et al., 1998;

Weaver e Bissell, 1999b).
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Para verificar os niveis moleculares de EGFR e integrina-p1, confirmando assim a
ocorréncia de reversao promovida pelo [10]-gingerol, um western blotting foi realizado. Os
resultados mostraram que o [10]-gingerol é capaz de diminuir a expressdo de ambos 0s
receptores, EGFR e integrina-f1, nas células T4-2, explicando assim a ocorréncia de parada no
crescimento e a recuperacdo da polaridade basoapical previamente observada nas estruturas
tridimensionais. (FIGURA 33). A supressdao € comparavel ao do inibidor mecanistico de
MAPK, PD98059 utilizado como controle. Células S1, que expressam niveis baixos de EGFR
e integrina-B1, ndo mostraram alteracdes significativas quando tratadas com [10]-gingerol,
apenas variagdes sutis e ndo significativas foram observadas. Estes resultados vdo de encontro
com os resultados encontrados previamente nos ensaios de adesdo, sugerindo que o [10]-
gingerol possa modular a expressdo de integrinas ou de proteinas em vias a elas relacionadas.

Estudos recentes demonstraram que a atividade antitumoral do [10]-gingerol em
células da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 sdo mediadas pela supressao de EGFR
e inativacdo das atividades de Akt e MAPK (Joo et al., 2016). Contudo, outros estudos em
células HCT116 sugerem que a fosforilagdo de MAPK e proteinas como JNK, ERK, e p38
quinase acompanham a apoptose induzida por [10]-gingerol. Mesmo assim, estudos utilizando
culturas em monocamada ndo sdo capazes de mimetizar um microambiente fisiologicamente
relevante ao encontrado in vivo, o que sabidamente interfere de maneira massiva nas vias de
sinalizacdo. De fato, a capacidade do [10]-gingerol reduzir a expressao de EGFR e integrina-
B1, bem como sua atividade apoptotica, pode ser relacionada as vias MAPK, porém, mais

estudos em modelos 3D e in vivo sdo necessarios para revelar seu papel nestes eventos celulares.
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FIGURA 33: Western blotting mostrando os niveis moleculares de EGFR e integrina-f1 em
celulas S1 e T4-2 em cultura 3D tratadas com [10]-gingerol.
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Beta-catenina foi utilizada como controle enddgeno. Imagem de uma replicata representativa
para células (A) S1 e (B) T4-2. (C) Expresséo de integrina-f1 normalizada pela B-catenina. (D)
Expresséo de EGFR pela B-catenina. * P < 0.001.

4.19 Ensaio de viabilidade Calceina-DAPI ap6s a formacao das estruturas

Esta bem estabelecido que a polaridade basoapical confere resisténcia a apoptose em
células normais, ou ndo malignas como as da linhagem S1 (Weaver et al., 2002). Porém, nos
resultados apresentados previamente (nos quais as celulas foram tratadas com [10]-gingerol no
exato momento em que foram plaqueadas) foram observadas sutis diferencas entre a morfologia
de células S1 tratadas e do controle (FIGURAS 24 e 27). Para melhor observar o efeito do [10]-
gingerol sobre celulas normais em condi¢es fisioldgicas in vivo, nas quais as células normais

sdo pré-existentes no momento da formacéao de tumores e antes qualquer tratamento contra eles,
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um modelo de ensaio de citotoxicidade que melhor mimetiza este ambiente foi realizado. Neste
experimento o tratamento com [10]-gingerol se deu apos o crescimento completo das estruturas
das celulas ndo malignas e malignas em cultura tridimensional. Desta maneira foi possivel
observar o efeito do [10]-gingerol sobre as estruturas pré-formadas tanto malignas quanto nao-
malignas.

Para verificar o efeito do [10]-gingerol em estruturas tridimensionais pré-formadas,
um ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando dupla coloragdo com calceina AM e DAPI.
Apbs a formacao das estruturas, 6 dias para células S1 e 4 dias para células T4-2 e MDA-MB-
231 (que possuem crescimento mais rapido), as celulas foram tratadas com diferentes
concentracdes de [10]-gingerol por 3 dias. Células vivas séo identificadas por uma coloragédo
verde intense e uniforme, devido a atividade de esterases intracelulares, que convertem
enzimaticamente a calceina AM em calceina fluorescente, retida pelas células vivas. Por outro
lado, células que perderam a integridade da membrana plasmatica tém seu DNA nuclear corado
com DAPI, que é excluido por células que possuem sua membrana intacta. Os resultados
mostraram resisténcia aumentada das células S1 ao tratamento com [10]-gingerol. As células
continuaram vidveis mesmo quando tratadas com concentragdes até 10 pM de [10]-gingerol.
Ja nas estruturas pré-formadas das células T4-2 e MDA-MB-231, foi observada morte celular

e consequente reducdo no tamanho das colonias (FIGURAS 34-36).
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FIGURA 34: Ensaio de viabilidade Calceina AM/DAPI em células S1.
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As células foram incubadas com Calceina AM e DAPI, apds a formacgdo das estruturas 3D e tratadas com as concentracGes indicadas de [10]-
gingerol por 3 dias. Células vivas sdo identificadas pela fluorescéncia verde e as células mortas sao identificadas pela cor azul. Aumento 20x.
Escala 40 pm.



FIGURA 35: Ensaio de viabilidade Calceina AM/DAPI em células T4-2.
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Foi realizada a dupla marcacéo com Calceina AM e DAPI 4 dias apds a formacao das estruturas 3D e tratadas com as concentragdes indicadas de

[10]-gingerol por 3 dias. Células vivas sao identificadas pela fluoescéncia verde e as células mortas sdo identificadas pela cor azul. Aumento 20x.
Escala 40 pum.
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FIGURA 36: Ensaio de viabilidade Calceina AM/DAPI em células MDA-MB-231.
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Foi realizada a dupla marcacdo com Calceina AM e DAPI 4 dias ap6s a formacdo das estruturas 3D e tratadas com as concentra¢@es indicadas de
[10]-gingerol por 3 dias. Células vivas sao identificadas pela fluoescéncia verde e as células mortas sdo identificadas pela cor azul. Aumento 20x.
Escala 40 pm.
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S. CONSIDERACOES FINAIS/ CONCLUSOES

Foi possivel constatar que o [10]-gingerol altera a morfologia de células tumorais da
linhagem MDA-MB-231 em concentragdes e tempos menores que a de células normais da
linhagem MCF-10A, o que sugere uma acao especifica dependente de concentracao e tempo de
tratamento do [10]-gingerol com células tumorais.

O [10]-gingerol também inibiu a adesdo, migracéo e a invasdo das células da linhagem
MDA-MB-231 em concentracfes baixas e induziu apoptose em concentracdes maiores. Os
efeitos apoptoticos do [10]-gingerol estdo relacionados ao dano e fragmentacdo do DNA,
aumento da razdo Bax/Bcl-2 e da expressao de caspases-3 e -9, sugerindo atuacdo por ativacdo
da via intrinseca da apoptose.

Além de sua atividade em cultura 2D, o [10]-gingerol também modifica a morfologia
das estruturas formadas por células malignas em IrECM e uma seletividade do [10]-gingerol
por células malignas foi observada. O composto foi também capaz de reverter o fenotipo
maligno das células T4-2 por diminuicdo da expressdo de EGFR ¢ integrina 1, além da inducéo
de apoptose. Os resultados contribuiram para a elucidacdo do mecanismo de acdo do [10]-
gingerol, demonstrando que este composto possui potencial para estudos pré-clinicos e
possivelmente, para estudos clinicos, especialmente na terapia combinatdria com

medicamentos ja utilizados na quimioterapia.
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