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RESUMO

O cancer de pulmao é o cancer que mais mata no Brasil e no mundo. O subtipo mais
prevalente do céncer de pulm&o é o de células ndo pequenas (CPCNP),
correspondendo a 85% dos casos. A elevada mortalidade do CPCNP se da
principalmente pelos diferentes perfis genéticos das células e resisténcia as terapias
convencionais. Neste sentido, emerge a necessidade da prospeccdo de novas
substancias de interesse terapéutico. Frente a isso, a Agave sisalana Perrine (sisal)
tem se mostrado um importante alvo de prospecgao de novas moléculas, devido aos
seus efeitos citotdxicos e antineoplasicos. Assim, avaliamos os efeitos citotdxicos,
antioxidantes e genotoxicos do extrato de hidrolise acida da Agave sisalana Perrine
(EHAAS) nas linhagens de CPCNP A549 e NCI-H460 (ambas mutantes para KRAS)
e também na linhagem saudavel MRC-5 (controle). Nossos resultados demonstraram
efeitos citotoxicos do EHAAS nas linhagens MRC-5 (p<0,0001; F=130,6) e A549
(p<0,001; F=1019), as quais apresentaram elevados percentuais de necrose. A
linhagem NCI-H460 (p<0,0001; F=97,06), no entanto, se mostrou altamente
quimiorresistente ao EHAAS. A atividade mitocondrial das linhagens A549 foi alterada
em tratamentos com EHAAS na concentragao de 400 ug/mL (p=0,0028), ndo sendo
observada a deplegao do potencial mitocondrial em nenhum outro tratamento nas
demais linhagens (MRC-5: p=0,0951; NCI-H460: p=0,0806). A agao antioxidante do
extrato foi observada nas linhagens MRC-5 (p<0,0001; F=84,45) e A549 (p<0,0001;
F=1,786) diminuindo significativamente os niveis de ROS das células tratadas nas
concentracbes de 200 e 400 pg/mL. Para a linhagem NCI-H460, ndo foram
observadas alteracbes significativas no estresse oxidativo (p=0,2659; F=1,416).
Analises de genotoxicidade, por meio do ensaio de histona y-H2AX, identificaram
baixos efeitos genotdxicos do EHAAS e CP 100 pg/mL na linhagem controle (MRC-
5). Os demais efeitos genotoxicos foram observados na linhagem A549, onde o
tratamento com EHAAS a 50 pg/mL apresentou elevada genotoxicidade, e na
linhagem NCI-H460, em que as células apresentaram alta sensibilidade ao tratamento
com CP a 100 pyg/mL. Nossos resultados sugerem que o EHAAS pode ter um papel
importante na indugdo de vias programadas da necrose, ie. necroptose, nas
linhagens MRC-5 e A549 e que os efeitos antioxidantes do extrato nestas linhagens
sao responsaveis pela manutengao do equilibrio do estresse oxidativo durante o
processo de morte celular. Considerando os efeitos citotoxicos e presente
genotoxicidade em células MRC-5 (controle), sugere-se uma administragdo do
EHAAS ou seus componentes de forma direcionada a célula alvo. Mais investigacoes
acerca das propriedades quimicas e moleculares do EHAAS se mostram importantes,
a fim de explorar suas propriedades terapéuticas em diferentes tipos de cancer e
elucidar os efeitos do extrato in vitro.

Palavras-chave: CPCNP, cancer de pulmao, Agave sisalana Perrine, sisal, EHAAS.
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ABSTRACT

Lung cancer is the leading cause of cancer death in Brazil and worldwide. The non-
small cell lung cancer (NSCLC) is the most prevalent subtype, accounting for 85% of
cases. The high mortality of NSCLC is mainly due to the different genetic profiles of
the cells and resistance to conventional therapies. In this sense, there is an emergin
need for the prospect of new substances of therapeutic interrest. In view of this, Agave
sisalana Perrine (Sisal) has proved to be an important target for prospecting new
molecules, due to its cytotoxic and antineoplastic effects. Thus, we evaluated the
cytotoxic, antioxidant and genotoxic effects of the acid hydrolysis extract of Agave
sisalana Perrine (AHEAS) in the cell lines of NSCLC A549 and NCI-H460 (both
mutants for KRAS) and also in the healthy cell line MRC-5 (control). Our results
demonstrated cytotoxic effects of AHEAS in the MRC-5 (p<0.0001; F=130.6) and A549
(p<0.0001; F=1019) lines, which showed high percentages of necrosis. The NCI-H460
(p<0.0001; F=97.06), however, proved to be highly chemoresistant to AHEAS. The
mitochondrial activity of A549 cells was altered in treatments with AHEAS at a
concentration of 400 pg/mL (p=0.0028), with no depletion of mitochondrial potential in
any other treatment in the other cell lines (MRC-5: p=0.0951; NCI-H460: p=0.0806)
The antioxidant activity of the extract was observed in the cell lines MRC-5 (p <0.0001;
F=84.45) and A549 (p<0.0001; F=1.786) significantly decreasing ROS levels in the
cells treated at concentrations of 200 and 400 pg/mL. In the NCI-H460 cells, no
significant changes in oxidative stress were observed (p=0.2659; F=1.416).
Genotoxicity analyzes, using histone y-H2AX, identified low genotoxic effects of
AHEAS and drug CP 100 pg/mL in controls (MRC-5). The other genotoxic effects were
observed in the A549 cells, where the treatment with AHEAS at 50 pg/mL showed high
genotoxicity, and in the NCI-H460 cell line, in which the cells showed high sensitivity
to treatment with CP at 100 ug/mL. Our results suggest that AHEAS may play an
important role in the induction of programmed necrosis pathways, i.e. necroptosis, in
the MRC-5 and A549 cell lines and that the antioxidant effects of the extract in these
cells are responsible for maintaining the balance of oxidative stress during cell death
process. Considering the cytotoxic effects and present genotoxicity in MRC-5 cells
(control), an administration of AHEAS, or its components, in a targeted way to the
neoplastic cells is suggested. Further investigation into the chemical and molecular
properties of AHEAS are important in order to explore its therapeutic properties in
different types of cancer and to elucidate the effects of the extract, in vitro.

Key-words: NSCLC, lung cancer, Agave sisalana Perrine, sisal, AHEAS.
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RESUMEN

El cancer de pulmén es el cancer que mas mata en Brasil y en el mundo. El mas
prevalente de cancer de pulmén es el de células no pequefias (CPCNP), que
corresponde al 85% de los casos. La alta mortalidad de CPCNP se debe
principalmente a los diferentes perfiles genéticos de las células y la resistencia a las
terapias convencionales. En este sentido, surge la necesidad de prospectar nuevas
sustancias de interés terapéutico. En vista de esto, Agave sisalana Perrine (sisal) ha
demostrado ser un objetivo importante para la prospeccion de nuevas moléculas,
debido a sus efectos citotdéxicos y antineoplasicos. Asi, evaluamos los efectos
citotoxicos, antioxidantes y genotdxicos del extracto de hidrélisis acida de Agave
sisalana Perrine (EHAAS) en las lineas celulares de CPCNP A549 y NCI-H460 (ambas
mutantes para KRAS) y también en la linea celular sana MRC-5 (control) Nuestros
resultados demostraron efectos citotéxicos de EHAAS en las lineas MRC-5 (p<0.0001;
F =130.6) y A549 (p<0.001; F=1019), que mostraron altos porcentajes de necrosis. El
NCI-H460 (p<0,0001; F=97,06), sin embargo, demostré6 ser altamente
quimiorresistente a EHAAS. La actividad mitocondrial de la linea celular A549 se alteré
en tratamientos con EHAAS a una concentracion de 400 ug/mL (p=0.0028), sin
variaciones significativas del potencial mitocondrial en ningun otro tratamiento en las
otras lineas celulares (MRC-5:p=0.0951; NCI-H460: p=0.0806). La accion antioxidante
del extracto se observé en las lineas MRC-5 (p<0.0001; F=84.45) y A549 (p<0.0001;
F=1.786) disminuyendo significativamente los niveles de ROS en las células tratadas
a concentraciones de 200 y 400 pg/mL. Para la linea NCI-H460, no se observaron
cambios significativos en el estrés oxidativo (p=0.2659; F=1.416). Los analisis de
genotoxicidad, utilizando histona y-H2AX, identificaron efectos genotdxicos bajos de
EHAAS y CP 100 ug/mL en células control (MRC-5). Los demas efectos genotoxicos
se observaron en las células A549, donde el tratamiento con EHAAS a 50 pg/mL
mostrd alta genotoxicidad, y en la linea celular NCI-H460, en la que las células
mostraron alta sensibilidad al tratamiento con CP a 100 pg/mL. Nuestros resultados
sugieren que EHAAS puede desempefiar un papel importante en la induccioén de vias
de necrosis programadas, es decir necroptosis, en las cepas MRC-5 y A549 y que los
efectos antioxidantes del extracto en estas cepas son responsables por mantener el
equilibrio del estrés oxidativo durante el proceso de muerte celular. Teniendo en
cuenta los efectos citotdxicos y la genotoxicidad presente en las células MRC-5
(control), se sugiere una administracion de EHAAS, o sus componentes, de forma
dirigida a las células tumorales. Es importante seguir investigando las propiedades
quimicas y moleculares de EHAAS para explorar sus propiedades terapéuticas en
diferentes tipos de cancer y dilucidar los efectos del extracto in vitro.

Palabras clave: CPCNP, cancer de pulmon, Agave sisalana Perrine, sisal, EHAAS.
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1 INTRODUGAO

O cancer é a segunda principal causa de morte por doengas néo
infecciosas no mundo, atras apenas das doengas cardiovasculares (ALLEN, 2017).
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 9,6 milhdes de pessoas
vieram a obito pela doenga no ano de 2018 (BRAY et al., 2018). Dentre estas mortes,
18,4% foram causadas pelo cancer de pulmao, despontando como o cancer com
maiores indices de mortalidade no Brasil e no mundo (BRAY et al., 2018). Entre os
histiétipo do céancer de pulmao, o cancer de pulmdo de células nao pequenas
(CPCNP) se destaca por sua alta prevaléncia, correspondendo a 85% dos casos de
cancer de pulméo (HERBST et al., 2018; ZOCHBAUER-MULLER; GAZDAR; MINNA,
2002).

A alta mortalidade do CPCNP é resultante principal do perfil altamente
mutado das células e sua elevada resisténcia as terapias convencionais (GRIDELLI
etal., 2015; HIRSCH et al., 2017). Entre os diferentes perfis genéticos das células nédo
pequenas de cancer de pulméo, as mutagdes para o gene KRAS destacam-se pela
alta ocorréncia (25% dos casos) e falha no desenvolvimento de terapias direcionadas
eficientes (HIRSCH et al., 2017; MASSARELLI et al., 2007; RE et al., 2017).

Deste modo, emerge a necessidade da investigagdo de novos
métodos terapéuticos e da prospeccao de moléculas com potencial no tratamento do
cancer. Neste sentido, considerando que cerca de 60% dos quimioterapicos
disponiveis no mercado sido derivados de moléculas extraidas de plantas, a
bioprospecgdo de novas moléculas em espécies vegetais se mostra de grande
importancia (DUTRA et al., 2016).

Entre a vasta biodiversidade de espécies vegetais presente no Brasil,
destaca-se a Agave sisanala Perrine, cujos extratos tém demonstrado interessantes
efeitos terapéuticos, incluindo efeitos anti-inflamatdrios, citotdxicos e antineoplasicos
(ARALDI et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2019; DUNDER et al., 2010). Estes efeitos,
por sua vez, sdo relacionados a elevadas concentracdes de saponinas esteroidais e

inumeros outros compostos, como flavonas, flavonoides e polissacarideos variados
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(DE OLIVEIRA et al., 2019; SANTOS et al., 2015).

Em estudo prévio, Araldi e colaboradores (2018) demonstraram que
o extrato de hidrélise acida da Agave sisalana (EHAAS) possui significantes efeitos
citotoxicos e antioxidantes em células Vero (rim de macaco verde africano) (ARALDI
et al., 2018), sugerindo uma interessante aplicagdo em células neoplasicas. Desta
forma, este estudo investigou os efeitos téxicos e antineoplasicos do EHAAS nas
linhagens de CPCNP A549 e NCI-H460 (com mutacdes no gene KRAS) e linhagem
MRC-5 (fibroblasto saudavel de pulm&o).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer: uma visao geral

O cancer representa um conjunto de mais de 270 doencgas de carater
multifatorial (SAITO et al., 2015; HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017). Tais doencgas
sao caracterizadas pelo acumulo de mutagcdes que levam a hiperproliferagdo de
células transformadas (SAITO et al., 2015).

Embora os primeiros relatos de cancer datem de 2.500 anos atras,
estudos epidemiolégicos tém mostrado um drastico aumento na taxa de incidéncia

global da doenga nas ultimas trés décadas (SAITO et al., 2015).

O aumento da incidéncia global do cancer pode ser justificado por
diferentes fatores, como: (1) o aumento da expectativa de vida, (2) o aumento da
exposicao a diversos mutagenos e/ou carcindégenos e (3) o aumento da sensibilidade
dos métodos diagndsticos (SAITO et al., 2015; RECK; RABE, 2017).

Apesar dos relevantes avangos tanto na medicina diagndstica, como
na terapéutica, as taxas de letalidade do cancer ainda permanecem altas (SAITO et
al., 2015).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2018, foram
registrados 9,6 milhdes de dbitos por cancer em todo o mundo, fazendo do céncer a
segunda principal causa de morte por doencas nao infecciosas, sendo superada
apenas pelas doengas cardiovasculares (ALLEN, 2017). Entretanto, esse cenario
deve mudar nos proximos anos, ja que, de acordo com modelos estatisticos, é
esperado que até 2050 o cancer se torne a principal causa mortis no mundo (BRAY
et al., 2018)

2.2 Cancer de pulmao: estatisticas e estimativas

Dentre os diferentes tipos histoldgicos, o cancer de pulméao se destaca
por ser a segunda malignidade mais prevalente no mundo para ambos 0s sexos
(Figura 1). Somente em 2018, o céncer de pulméo foi responsavel por 11,6%
(2.093.876 casos) de todos os casos de cancer no mundo, seguido pelo cancer de
mama, com 11,6% (2.088.849 casos) (BRAY et al., 2018).
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Figura 1 - Numero estimado de casos de cancer no mundo em 2018

Pulmao
2 093 876 (11.6%)
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Outros canceres 2 088 849 (11.6%)
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1276 106 (7.1%)

Reto Colon
704 376 (3.9%) 1096 601 (6.1%)

Total : 18 078 957
FONTE: GLOBOCAN, 2018. Disponivel em: https://gco.iarc.fr/

Além de sua elevada prevaléncia, o cancer de pulmao também lidera o
numero de 6bitos por cancer em todo o mundo (Figura 2), tendo sido responsavel por
18,4% (1.761.007 casos) de todas as mortes por cancer em 2018, seguido por 9,2%
(880.792 casos) do cancer de colon (BRAY et al., 2018).

Figura 2 - Numero estimado de mortes por cancer no mundo em 2018

Pulmao
1761 007 (18.4%)

Estébmago
782 685 (8.2%)

Figado

Outros canceres
4 110 929 (43%)

781 631 (8.2%)

Mama
626 679 (6.6%)

Pancreas
432 242 (4.5%)

FONTE: GLOBOCAN, 2018. Disponivel em: https://gco.iarc.fr/
De acordo com dados epidemioldgicos de 2018, o cancer de pulméao

ocupou a terceira colocagao entre os canceres de maior incidéncia no Brasil (6,2% ou

34.511 casos), tendo sido superado pelo cancer de prostata (15,2% ou 84.992 casos)



21

e cancer de mama (15,3% ou 85.620 casos) (Figura 3). Entretanto, seguindo o
comportamento mundial, o cancer de pulméo liderou o numero de 6bitos por cancer
para ambos os sexos no Brasil em 2018 (Figura 3), sendo responsavel por 13,1%
(31.856 casos) de todos os 6bitos pela doenga (GLOBOCAN, 2018).

Figura 3 — Estimativos de cancer no Brasil em 2018

NuUmero estimado de novos casos no Brasil em 2018 | Niumero estimado de mortes no Brasil em 2018
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Estémago Colon Figado Estémago
20 927 (3.7%) 27 957 (5%) e (4.8%) 15 796 (6.5%)

Total: 559 371 Total : 243 588

FONTE: GLOBOCAN, 2018. Disponivel em: https://gco.iarc.fr/

As projegdes para o cancer de pulméo, tanto no cenario nacional,
como mundial, também nao sdo animadoras. Em 2030, espera-se que a incidéncia do
cancer de pulméo cresca em 38,1% no mundo e 50,1% no Brasil, enquanto a
mortalidade deve aumentar em 39,4% no mundo e 50,8% no Brasil, comparados aos
valores obtidos no ano de 2018 (GLOBOCAN, 2018).

2.3 Caracteristicas do cancer de pulmao e fatores de risco

O termo “cancer de pulmao” é utilizado genericamente para descrever
patologias com origem em tipos celulares e regides distintas do pulmao. Apesar de
diferentes classificagdes serem discutidas, a mais utilizada é a separacao por tipos
histolégicos da doencga. Neste caso, ocorre a divisao em dois principais histiotipos: (1)
cancer de pulmao de células ndo pequenas (CPCNP) (NSCLC, do inglés, non-small-
cell lung cancer) e (2) cancer de pulmao de células pequenas (CPCP) (SCLC, do
inglés small cell lung cancer) (ZOCHBAUER-MULLER; GAZDAR; MINNA, 2002).
Dentre estes tipos, o CPCNP corresponde a forma mais prevalente da doencga entre
fumantes e ndo fumantes, chegando a representar 85% de todos os casos de cancer
de pulméao (HERBST et al., 2018).

O CPCNP ¢ ainda classificado nos subtipos: carcinoma de células
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escamosas, adenocarcinomas, carcinoma de células grandes e carcinoma de tipos
mistos (ZOCHBAUER-MULLER; GAZDAR; MINNA, 2002), sendo os dois primeiros os
subtipos mais prevalentes (HERBST; MORGENSZTERN; BOSHOFF, 2018).

O principal fator de risco para o cancer de pulméo € o tabagismo, ja
que cerca de 90% dos casos reportados da doenga ocorrem em fumantes. Entretanto,
outros fatores ambientais também podem aumentar os riscos para o desenvolvimento
da doenga (DE GROOT; MUNDEN, 2012; SHOPLAND; EYRE; PEACHACEK, 1991).
A exemplo disso, tem-se a exposigdo ao gas radbénio e aos produtos de seu
decaimento radioativo, os quais representam o segundo principal fator de risco para
doenca (MALHOTRA et al., 2016).

O gas radbnio € um gas incolor e inodoro, presente em regides ricas
em minérios (especialmente uranio) que se acumula em elevados niveis no interior de
casas devido a baixa circulagdo de ar, resultando em uma exposig¢ao intradomiciliar
(MALHOTRA et al., 2016; SAMET, 1989).

Além da exposi¢cao ao gas raddnio, outros fatores de risco para o
cancer de pulmao também sao conhecidos, como: o fumo passivo, a exposi¢cao a
amianto, silica, escape de diesel, metais pesados, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos e demais poluentes do ar (MALHOTRA et al., 2016).

A forma com que o tabaco e seus derivados induzem o
desenvolvimento neoplasico é bastante complexa, j4 que sua combustdo leva a
liberagdo de inumeros compostos carcinogénicos, os quais sdo formados a partir de
duas fases da fumaga: a gasosa e a particulada (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 2010).

Na fase gasosa sdo encontrados compostos como CO2, CO, metanol,
acetona, sulfeto de hidrogénio (H2S) e diversos compostos nitrogenados (cianeto,
acido nitrico, aménia, nitrosaminas). Na fase particulada, estdo presentes acidos
carboxilicos, nicotina, fendis (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN
SERVICES, 2010) e outros hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre eles o
benzopireno (COX; DOUDNA; O'DONNEL, 2012).
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O benzopireno € um hidrocarboneto aromatico policiclico, oriundo da
combustao incompleta da matéria organica. Por esta razdo, o benzopireno é
considerado um poluente atmosférico e é capaz de induzir danos no DNA. Isto porque,
quando internalizado, o benzopireno é hidroxilado, resultando na formacido de
epoxidos super reativos que interagem com purinas, podendo causar mutagdes (COX;
DOUDNA; O'DONNEL, 2012).

Apesar do tabagismo ser um importante fator de risco para o cancer
de pulmao, apenas 15% de todos os individuos fumantes tendem a desenvolver a
doenca (DE GROOT; MUNDEN, 2012). Tal dado indica que, além de fatores
ambientais, fatores genéticos também contribuem com a iniciagcdo da doenca. Neste
sentido, estudos tém mostrado que variantes de genes responsaveis pela
metabolizagcdo da nicotina (CYP1A1, GSTM1 e GSTT1) e reparo do DNA (TP53,
XRCC1, XPA e XPC), assim como polimorfismos em /oci das regides cromossdmicas
15925, 5p15 e 6p21 tendem a aumentar o risco do desenvolvimento de cancer de
pulmao em fumantes e nédo fumantes (DE GROOT; MUNDEN, 2012; MALHOTRA et
al., 2016).

Independente do habito tabagista, os pacientes com CPCNP em geral
apresentam apenas 5 anos de sobrevida (ALTORKI et al., 2019). Este progndstico
pode ser associado a diversos fatores, como: (1) o diagnéstico tardio da doenga, (2)
a heterogeneidade dos subtipos da doenca e (3) a baixa resposta a diferentes
estratégias terapéuticas (ALTORKI et al., 2019).

2.4 Aspectos genéticos e epigenéticos do cancer de pulmao

O processo neoplasico tem inicio a partir do acumulo de alteragdes genéticas
e epigenéticas em genes que regulam o ciclo celular. Estas alteragdes podem afetar
uma a poucas bases nitrogenadas (mutagdes génicas) ou regides cromossémicas
inteiras (mutagcbes gendmicas), podendo se dar através da interacdo do DNA com
agentes fisicos, quimicos e bioldgicos (COX; DOUDNA; O’'DONNEL, 2014).

As mutagdes génicas geralmente resultam de erros durante a replicagéo ou

do reparo de lesdes genéticas, afetando apenas uma base, ou levando a insergéo ou
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delecdo de nucleotideos (indels) (COX; DOUDNA; O'DONNEL, 2014). Todavia,
mutacdes podem envolver grandes modificagcbes na sequéncia do DNA, comumente
provenientes de erros de recombinagao cromossdmica durante a divisdo celular, onde
os cromossomos podem sofrer: delecdes, insercdes, inversdes, translocacdes ou
duplicagbes de grandes porcbes de seu material genético (COX; DOUDNA;
O’'DONNEL, 2014).

De modo geral, as mutagdes podem tanto ndo alterar o(s) gene(s) (mutagdes
silenciosas), quanto causar perda ou ganho de fungdo de genes (muta¢des missense
e nonsense), sendo geralmente deletérias as células (COX; DOUDNA; O'DONNEL,
2014).

No cancer, mutagcbes em genes envolvidos no ciclo celular sao
frequentemente verificadas, sendo categorizados em dois grupos: (1) proto-
oncogenes, que regulam positivamente a divisdo celular e (2) genes supressores de
tumor, que reprimem a divisao celular (COX; DOUDNA; O'DONNEL, 2014).

Nas neoplasias, € comum observar perda de funcédo de genes supressores de
tumor e ganho funcional de proto-oncogenes, que passam entdo a se chamar
oncogenes (COLEMAN; TSONGALIS, 2016). As mutagdes nestes grupos de genes,
por sua vez, desempenham importante papel no aparecimento de mutagbes
subsequentes (passenger), as quais aumentam a heterogeneidade genotipica das
células cancerigenas (COX; DOUDNA; O'DONNEL, 2014).

No CPCNP, entre os oncogenes frequentemente mutados
estdo: EGFR, ALK, KRAS, MET, RET, ROS1, HER2 e BRAF (Figura 4). Ja entre os
genes supressores de tumor comumente encontrados mutados estao: TP53, TP16 e
RB1 (SHOLL, 2016; TERLIZZI et al., 2019).
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Figura 4 - Frequéncia de mutagdes em oncogenes condutores (driver) em
adenocarcinomas de pulmao
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Diferentes mutacdes podem levar ao processo de oncogénese. Nos adenocarcinomas de pulmao, as
mutagdes condutoras mais frequentes estdo relacionadas aos genes KRAS (25%), EGFR (21%) e ALK
(7%). Nota-se um elevado numero de driver mutations (mutagdes condutoras) desconhecidas (31%).
*EGFR-sensitizing: gene EGFR com mutagdes nos éxons 18,19 ou 21 do gene EGFR, associados a
sensibilidade aos medicamentos inibidores de tirosina quinase -TKls (PAO; CHMIELECKI, 2010).
FONTE: HIRSCH et al., 2017.

Entre estas, mutagées nos genes EGFR e ALK tém se mostrado
importantes alvos dos inibidores de tirosina quinase (TKI, do inglés tyrosine kinase
inhibitors), classe de medicamentos amplamente utilizada em pacientes de cancer de
pulm&o. Apesar da sensibilidade a este grupo de drogas, algumas células se mostram
resistentes e evadem aos mecanismos de morte dos TKIs, possibilitando a
manuteng¢ao da neoplasia (LIU et al., 2017; SHOLL, 2016; TERLIZZI et al., 2019;
WOOD et al., 2015). Além do mais, pacientes com outros perfis genéticos (p.ex.
mutantes para KRAS) geralmente ndo se beneficiam dos tratamentos com
EGFRs/TKIs e ALK/TKIs (HIRSCH et al., 2017; MASSARELLI et al., 2007; RE et al.,
2017).

Outra familia de genes frequentemente mutada no cancer é a
codificante da familia de proteinas BCL-2, composta por membros anti e pro-
apoptaticos. Entre os membros da familia, os mais clinicamente importantes sédo as
proteinas BCL-2 (anti-apoptotica) e BAX (pré-apoptética) (SUN; SASANO; GAO,
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2017). A proteina BCL-2 desempenha importante papel no cancer, ja que sua
superexpressao leva a evasao da morte por apoptose, inibindo a ativagao de proteinas
pro-apoptéticas como as BAX/BAK (SUN; SASANO; GAO, 2017; ZOCHBAUER-
MULLER; GAZDAR; MINNA, 2002).

As alteragdes genéticas no cancer sdo geralmente acompanhadas
por alteracdes epigenéticas. O termo “epigenética” foi inicialmente introduzido na
tentativa de explicar os complexos eventos que determinam o fenoétipo durante o
desenvolvimento dos organismos (WADDINGTON, 2012). Desde entdo, o termo
“epigenética” foi sendo expandido e utilizado nas mais diversas areas da biologia e,
apesar de contar com diferentes definicbes (BIRD, 2007), o termo pode ser
empregado para se referir a alteragcoes estaveis e herdaveis da expressao génica ou
fendtipo celular, sem modificagdes na sequéncia do DNA (BIRD, 2007; GOLDBERG;
ALLIS; BERNSTEIN, 2007). As alteragbes epigenéticas, por sua vez, podem se dar
através de mudancas na organizagao da cromatina nuclear, modificagao de histonas
e metilagdo do DNA (COLEMAN; TSONGALIS, 2016; COX; DOUDNA; O'DONNEL,
2014).

A organizagdo da cromatina ocorre por meio de interagdes
hierarquicas extremamente organizadas, cujas unidades basicas sao denominadas
nucleossomos: estruturas formadas por sequéncias de 200 pb e compactadas ao
redor de um octamero proteico, formado por 4 histonas nucleares (H2A, H2B, H3 e
H4). Ja os nucleossomos sao unidos entre si através de DNA ndo compactado e
histona H1, cuja presenca limita o acesso de proteinas e fatores de transcricdo ao
DNA (COX; DOUDNA; O’'DONNEL, 2014).

Outro fator organizacional que influi no acesso de diferentes enzimas
ao material genético é a interagdo entre nucleossomos promovida pelas caudas N-

terminais das histonas nucleares.

As caudas N-terminais sao projecoes flexiveis e modificaveis das
histonas, estando sujeitas a processos como metilagdo e fosforilagdo (COX;
DOUDNA; O'DONNEL, 2014). Ademais, outras porgdes das histonas (p. ex. caudas

C-terminais) podem sofrer diferentes modificagdes, conferindo a este grupo proteico
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um dos mais importantes papéis sobre as caracteristicas epigenéticas (COX;
DOUDNA; O'DONNEL, 2014).

Além das metilagdes em residuos de histonas, metilacbes de
nucleotideos também influenciam na express&o génica e, consequentemente, no
fendtipo celular (COX; DOUDNA; O’'DONNEL, 2014).

A metilagdo do DNA se da pela adigdo enzimatica de um grupamento
metil (-CH3) a uma base, geralmente uma citosina contida em uma ilha CpG. A
metilagcao cria um impedimento fisico a RNA polimerase Il, o que inibe a transcricéo
do gene (COLEMAN; TSONGALIS, 2016; COX; DOUDNA; O'DONNEL, 2014).

No cancer, € comum observar a metilagdo e hipermetilagdo do DNA,
sobretudo de genes supressores tumorais, como APC, RARB, NEUROD, RASSF1,
MGMT, MTHFR e CDKN2A (BALGKOURANIDOU; LILOGLOU; LIANIDOU, 2013;
VAISSIERE et al., 2009).

No cancer de pulmao, uma das alteragbes epigenéticas mais precocemente
detectada é a metilacdo da regido promotora do gene INK4a, que codifica a proteina
p16, a qual atua como um regulador negativo da ciclina D1 e da CDK4, levando a
inibicdo do ciclo celular entre as fases G1 e S (KERSTING et al., 2019; KIM et al.,
2001; PALMISANO et al., 2000; VAISSIERE et al., 2009).

Entretanto a hipometilagado também pode afetar o funcionamento comum das
células, conferindo ganho de fungédo a proto-oncogenes (COLEMAN; TSONGALIS,
2016; COX; DOUDNA; O'DONNEL, 2014).

Sendo assim, as alteragdes genéticas (KAN et al., 2010) e epigenéticas
comumente descritas no CPCNP (BALGKOURANIDOU; LILOGLOU; LIANIDOU,
2013) conferem uma elevada instabilidade gendmica as células neoplasicas,
contribuindo com a formacado de células-tronco cancerigenas e, portanto, com a
heterogeneidade celular e a resisténcia terapéutica (HEPPNER; MILLER, 1983;
UKUMURA; JAIN, 2007).
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2.5 Células-tronco cancerigenas (CTCs) e Heterogeneidade neoplasica

As recém descobertas a respeito da biologia das células-tronco
cancerigenas (CTCs) tém auxiliado na formulagao de hipoteses que buscam explicar

0 processo carcinogénico (DICK, 2008).

Sugerida a mais de 50 anos como uma possivel responsavel pela
origem das subpopula¢des dos tumores (TILL McCULLOCH, 1961 apud WISHA et al.,
2006), apenas nas ultimas décadas intensificou-se a busca pelo entendimento e
relevancia das CTCs (DICK, 2008).

O termo “células-tronco cancerigenas” provém de sua capacidade de
autorrenovacao e diferenciagao, responsavel pelo crescimento e heterogeneidade
fenotipica dentro do microambiente neoplasico. Esta capacidade se da porqué, por
meio da divisdo celular assimétrica, as CTCs geram uma célula que mantém

caracteristicas tronco e outra com fenétipo diferenciado (Figura 5) (DICK, 2008).

Figura 5 — Divisdo assimétrica das células-tronco cancerigenas

] Diferenciacdo das
Heterogeneidade tumoral células tumorais

As células-tronco cancerigenas (CTCs) tém capacidade de gerar e manter nichos de células tumorais
através de sua divisdo assimétrica, onde a cada divisdo gera-se uma nova CTC (autorrenovagdo) e
outra célula com caracteristicas mais determinadas (diferenciadas). Desta forma, diferentes tipos
celulares, com distintas fungdes, podem ser originados a partir das células-tronco, mantendo a
heterogeneidade e funcionamento do tumor (DICK, 2008). FONTE: Do Autor.

Além da manutencdo do tumor primario, as células-tronco
cancerigenas mostram forte relagdo com a progressédo neoplasica e capacidade de
repovoamento de outros tecidos e 6rgaos (pontos chave na metastase), podendo ser
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diretamente responsaveis pelo ressurgimento da doenga pds-tratamento (recidiva)
(STEINBICHLER et al., 2020; WICHA; LIU; DONTU, 2006).

Entretanto, apesar do importante papel das CTCs na manutengao do
tumor e na progressdo neoplasica, estas células n&o trabalham sozinhas -
necessitando de outros fatores que possibilitam a sobrevivéncia das células
cancerigenas (FUKUMURA,; JAIN, 2007; HANAHAN; COUSSENS, 2012).

Entre os fatores determinantes para a sobrevivéncia do cancer e a
manutengdo das células em alta proliferacdo, destaca-se a reprogramagao do
microambiente neoplasico (FUKUMURA; JAIN, 2007).

2.6 Microambiente Tumoral e Metabolismo Energético

O microambiente neoplasico, também denominado microambiente
tumoral, € composto por células cancerigenas, matriz extracelular e células do
estroma, as quais podem ser divididas em trés grupos gerais: células vasculares
angiogénicas (AVCs, do inglés angiogenic vascular cells), células fibroblasticas
associadas ao cancer (CAFs, do inglés cancer-associated fibroblastic cells) e células
infiltrantes do sistema imune (lICs, do inglés infiltrating immune cells) (HANAHAN;
COUSSENS, 2012).

Fisiologicamente, o microambiente neoplasico pode ser considerado
acido e com baixos niveis de oxigénio (estado de hipdxia). A acidificacdo do
microambiente tumoral é resultante principal da alteragdo do metabolismo energético
de suas células (HARRIS, 2002; HASHIM et al., 2011). A descricdo deste fenbmeno
foi proposta pela primeira vez por Otto Warburg em 1931, onde foi demostrado que
células neoplasicas, comparadas com a maioria das células normais, utilizam rotas
glicoliticas diferentes para obtencdo de energia (principalmente na forma de ATP)
(WARBURG, 1931).

Deste modo, ao invés da utilizacdo da rota bioquimica que leva a
fosforilagéo oxidativa, utilizada pela maioria das células normais (com consumo de O2
e maior saldo energético), as células cancerigenas tendem a realizar a rota glicolitica,

seguida da fermentagao do piruvato (sem necessidade de O2, porém com menor saldo
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energético), que é transformando em lactato (HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON,
2009; NELSON; COX, 2014). O lactato, por outro lado, € liberado para o ambiente
extracelular, resultando na acidificagdo do meio (NELSON; COX, 2014).

A arquitetura histolégica da massa de células neoplasicas explica a
necessidade de uma mudanga do metabolismo oxidativo para a via glicolitica. Isto
porque, a proliferagao celular leva a privagao de oxigénio (hipoxia) de células mais
internalizadas, que perdem acesso aos vasos sanguineos, 0 que acarreta a

necessidade de vias alternativas de obtengéo de energia (HARRIS, 2002).

Quando em ambiente hipoxico, as células liberam fatores induzidos
por hipoxia, ou HIFs (do inglés, hipoxy induced factor), que atuam de forma
pleiotropica na biologia do céancer, induzindo a transcricdo de centenas de genes
responsaveis pela adaptagao celular ao ambiente pouco oxigenado (JUN et al., 2017).
Uma destas adaptagbes € o aumento de transportadores de glicose nas células
(GLUT1 e GLUT3), o que garante uma maior captacao de glicose pelas células e saldo
energético favoravel, mesmo por meio da respiragdo anaerobia (DENKO, 2008;
HARRIS, 2002).

Todavia, mesmo com o restabelecimento da pressao parcial de
oxigénio (normodxia), decorrente da angiogénese sustentada, algumas células
cancerigenas tendem a manter seu metabolismo glicolitico. Isto ocorre porque alguns
intermediarios metabdlicos do ciclo do acido citrico (como o citrato ou mesmo o ATP
em altos niveis) podem inibir a entrada de glicose nas células ou etapas até sua
transformagao em piruvato (ALEXA-STRATULAT et al., 2019; NELSON; COX, 2014).
No caso do ATP e do citrato, ocorre uma inibi¢cao alostérica por meio da ligagao dessas
moléculas a enzima PFK-1, a qual é responsavel pela transformacao de glicose-6-
fostato em frutose-6-fosfato, etapa importante para a continuidade da glicdlise
(NELSON; COX, 2014).

Apesar de parecer iloégica a troca de um metabolismo mais rentavel
energeticamente, que tende a inibir a glicélise apenas em periodos com excesso de
energia (ATP), deve-se considerar que os intermediarios da glicolise sdao também

cruciais na sintese de acidos nucleicos, lipideos, proteinas e demais moléculas
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constitucionais, importantes na replicagao constante das células neoplasicas (ALEXA-
STRATULAT et al., 2019).

Entretanto, a interacdo com o microambiente tumoral ndo se embasa
apenas nas relagdes bioquimicas estabelecidas: alguns fatores celulares alteram o
comportamento de outras classes celulares, como € o caso do HIF (fatores induzidos
por hipéxia) e das células endoteliais, que sdo induzidas a vascularizarem regioes
hipdéxicas do cancer (COX; NELSON, 2014). O evento de vascularizagao, por sua vez,
possibilita a invasdo de células cancerigenas aos vasos linfaticos e sanguineos,
culminando na metastase (estagio mais avangado e de maior mortalidade do
desenvolvimento do cancer) (Figura 6) (FIDDLER, 2002; CAVALLARO;
CHRISTOFORI, 2004).

Figura 6 - Transigao epitélio mesénquima e metastase
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CD (Células dendriticas); CTL (Linfécitos T citotoxicos). Microambiente tumoral composto por células
tumorais diferenciadas, células-tronco cancerigenas (CTCs), células do sistema imune, fibroblastos,
células endoteliais e vasos sanguineos. A partir da perda de adesdo celular (devido a perda de
interacdes célula-célula e célula-matriz), células tumorais sofrem o processo de transicdo epitélio-
mesénquima (TEM), se desprendendo do tumor primario e invadindo vasos sanguineos adjacentes
(intravasamento). CTCs podem evadir do sistema imune e ao processo de anoikis (um tipo de morte
celular), conseguindo chegar a tecidos distantes e iniciando a formagdo de um novo tumor (metastase)
(NOMAN et al., 2014). FONTE: NOMAN et al., 2014
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Observa-se, portanto, a incrivel capacidade de adaptacao e evolugao
constante das células cancerigenas, que possibilitam sua sobrevivéncia frente a
condigbes consideradas indspitas para células normais (STEEG, 2006). Entretanto, o
ambiente de competicdo entre subclones leva a selecdo de clones mais bem
adaptados, o que repercute diretamente na resisténcia a terapia (MOHAMMAD; HE;
YIN, 2018).

2.7 Transportadores ABC na quimiorresisténcia

Entre os diversos fatores que levam a resisténcia a multiplas drogas (MDR —
multidrug resistance), a superexpressao dos transportadores ABC (ATP-binding-
cassete) € um dos mais relevantes e amplamente estudados (MOHAMMAD; HE; YIN,
2018).

Os transportadores ABC sao constituintes de uma superfamilia de proteinas
transmembrana, com mais de 49 membros identificados em humanos. Tais membros
sao divididos em sete subfamilias, denominadas desde ABCA até ABCG, onde a
ABCC1/MRP1 se destaca como um dos membros mais relevantes para o estudo de
inumeros canceres (MOHAMMAD; HE; YIN, 2018).

A superfamilia ABC detém estruturas evolutivamente conservadas. Os
membros desta superfamilia sao geralmente constituidos de duas porgoes
transmembrana (com sitios de interacdo com substrato) e duas porgdes nucleotidicas,
encontradas no citoplasma da célula (com sitio de ligacdo da ATP) (Figura 7)
(HIGGINS, 1992; WU; HSIEH; WU, 2011).
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Figura 7 — Estrutura tipica dos transportadores ABC
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Os transportadores ABC sdo geralmente compostos por dois dominios transmembrana, denominados
TMD (dominios transmembrana, do inglés transmenbrane domain) e dois dominios nucleotidicos,
denominados NBD (do inglés,nucleotide binding domain). Os TMDs sao responsaveis pela interagédo
com diferentes substratos, incluindo drogas. Na maioria dos casos, os dominios TMD sao formados por
seis algas, que atravessam a membrana celular e se ligam a um dominio NBD, que por sua vez
apresenta sitios de ligagdo a moléculas de ATP, cruciais para o funcionamento dos transportadores
(HIGGINS, 1992; WU; HSIEH; WU, 2011; KATHAWALA et al., 2015). FONTE: Do Autor.

A funcdo dos ABC transportadores, esta relacionada ao influxo e
efluxo de diversos produtos intra e extracelulares, como: aminoacidos, vitaminas,
agucares, proteinas, lipideos, esteréis e drogas (KATHAWALA et al.,, 2015;
MOHAMMAD; HE; YIN, 2018). Portanto, a superexpressao dos transportadores ABC
estad relacionada ao aumento do efluxo de drogas em células cancerigenas e,
portanto, com a falha terapéutica (MOHAMMAD; HE; YIN, 2018).

Estudos realizados em pacientes portadores de CPCNP mostram
uma elevada expressao dos transportadores ABCC1/MRP1 (NOOTER et al., 1996;
PENG; FENG; ZHANG, 1999) sobretudo em pacientes com fenétipo tumoral mais
diferenciado (NOOTER et al., 1996) e adenocarcinoma (SUGAWARA et al., 1995).
Outro membro importante no CPCNP sao os transportadores ABCC3/MRP3, uma das
isoformas mais expressas em pacientes quimio-resistentes (ZHAO et al., 2013).

2.8 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) e drogas antioxidantes

Um outro aspecto celular importante para as interacdes no
microambiente neoplasico e desenvolvimento de alvos e estratégias terapéuticas sao

as espécies reativas de oxigénio (EROS), ou ROS (do inglés, reactive oxygen species)
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(PERILLO et al., 2020).

ROS é a denominacgdo utilizada para descrever uma série de
moléculas e radicais livres derivadas do oxigénio (TURRENS, 2003) e naturalmente
geradas no metabolismo energético das células (BEDARD; KRAUSE, 2007). Este
processo ocorre majoritariamente nas mitocondrias, principalmente pelas enzimas
NADPH oxidase, mais conhecidas como NOX e durante a fosforilagdo oxidativa
(GLASAUER; CHANDIL, 2014).

As ROS mais comuns sao os radicais superoxido (Oz2™), hidroxil ("OH),
peroxil (RO2"), e, o ndo radical, peroxido de hidrogénio (H202), os quais podem
interagir com inumeras biomoléculas dentro da célula (BEDARD; KRAUSE, 2007).

A interagdo das ROS com o DNA pode acarretar no aumento de
mutagdes, bem como alterar seu perfil de metilagdo (PERILLO et al., 2020; WU; NI,
2015). Além disso, no ambito pos-traducional, essas moléculas oxidativas podem
gerar alteragdes conformacionais e funcionais de componentes importantes para a
homeostasia do ambiente celular (GLASAUER; CHANDIL, 2014; PERILLO et al.,
2020).

Atualmente tem sido reportado que as ROS atuam em inUmeras vias
de sinalizagao, contribuindo com todas as etapas da carcinogénese (GLASAUER;
CHANDIL, 2014; TONG et al., 2015; PERILLO et al., 2020).

Em condi¢cbes normais, a producao de ROS corresponde a apenas
2-5% de todo o O2 consumido pelas células (LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001) e sua
produgdo € rapidamente balanceada com seu consumo (ou transformagao em
espécies menos reativas) por enzimas antioxidantes (superdxido dismutase,
glutationa catalase e peroxidase) e outros antioxidantes endoégenos (glutiona, vitamina
E, vitamina C, caroteno, coenzima Q, entre outros) (ZIECH et al., 2010). Os efeitos
deletérios das ROS sao observados quando ocorre um desbalango da dindmica de
produgéo e consumo (ANDREYEV; KUSHNAREVA; STARKOV, 2005).

Embora as espécies reativas de oxigénio estejam associadas a

promogao do fendtipo cancerigeno, altas concentracbées de ROS demonstram ser
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mediadores dos processos de senescéncia e de apoptose das células neoplasicas,
sendo o ultimo evento através de vias como ASK1/UNK/P38/MAPK, que respondem
aos altos niveis de estresse oxidativo (GLASAUER; CHANDIL, 2014).

Tais efeitos, aparentemente ambiguos das ROS, também refletem
nos tratamentos utilizando agentes antioxidante. Alguns trabalhos demonstram que
agentes antioxidantes provocam uma diminuigao da progressao tumoral, metastase e
autofagia, assim como podem diminuir a toxicidade de alguns tratamentos (KLAUNIG;
KAMENDULIS, 2004; TARLOVSKY, 2012; TONG et al., 2015). Contrariamente, outras
pesquisas sugerem que estes agentes antioxidantes possuem papel essencial no
desenvolvimento e progressao tumoral (PERILLO et al., 2020, WIEL et al, 2019).

Em uma destas pesquisas, WIEL e colaboradores (2019)
demonstraram que: a suplementacdo continua dos antioxidantes N-acetilcisteina e
vitamina E, em camundongos com cancer de pulmdo mutados para o gene KRAS,
induzia a metastase (WIEL et al., 2019). Sendo assim, observa-se que os efeitos das
especies reativas de oxigénio e agentes antioxidantes no cancer permanecem nao

esclarecidos.

Neste contexto, explorar os efeitos de agentes antioxidantes em
células neoplasicas podem se mostrar importantes aliados na compreensao do papel
da dinamica de ROS na manutencédo da doenca e explorar as possiveis utilizagdes

destes agentes no desenvolvimento de terapias anticancer.
2.9 Agave sisalana Perrine

O uso de plantas com fins medicinais data de aproximadamente 1.500
anos a.C, tendo sido importante no desenvolvimento e sobrevivéncia de inumeros
povos no decorrer da histéria humana (DUARTE, 2006; DUTRA et al., 2016).

Ja nos dias atuais, a exploracdo das espécies vegetais se da
principalmente através da bioprospecg¢ao de moléculas com potenciais terapéuticos
(DUARTE, 2006), as quais podem originar principios ativos, adjuvantes ou excipientes
de novos farmacos e vacinas (BALBANI; STELZER; MONTOVANI, 2006).

A vasta biodiversidade de espécies vegetais presentes no Brasil faz
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do pais um importante alvo para a bioprospecg¢ao de novas moléculas com potencial
antineoplasico (DUTRA et al., 2016). Isto porque, cerca de 60% dos quimioterapicos
disponiveis no mercado sao derivados de moléculas extraidas de plantas (DUTRA et
al., 2016). Entre as inumeras espécies presentes no pais, a Agave sisalana Perrine
tem se mostrado uma notavel fonte de prospecgdo, com diversos trabalhos

demonstrando seus interessantes efeitos terapéuticos (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeitos biologicos das saponinas

EFEITO BIOLOGICO ORIGEM REFERENCIA
Agave sisalana (ARALDI et al., 2018)
Citotoxico/Antineoplasico (DE OLIVEIRA et al., 2019)

(FAVATO, 2020, no prelo)
(PAULINO, 2019, no prelo)

Agave lechuguilla (ANGUIANO-SEVILLA et al.,

2018))
Anti-inflamatério Agave sisalana (DUNDER et al., 2010)
e analgésico Agave sisalana (MWALE; J. MASIKA;

FRANCIS, 2012)

Antioxidante Agave sisalana (RIBEIRO et al., 2013)
Tribulus terrestris (FIGUEIREDO, 2018)

Imunomodulador Agave sisalana (CHEN et al., 2009)
Agave salmiana (MORENO-VILET et al.,
2014)
Adjuvante Agave sisalana (ARALDI et al., 2017)

Na tabela podem ser observados efeitos bioldgicos diversos das saponinas, presentes em diferentes
fontes vegetais. Nota-se que as saponinas relacionadas aos extratos da Agave sisalana, demonstram
potencial para todos os efeitos listados.

A Agave sisalana Perrine, popularmente conhecida como sisal, € uma
planta amplamente utilizada na producao de cordas e barbantes, obtidas a partir da
fibra extraida de suas folhas (ZHANG; LIU; LIN, 2014). Proveniente da regido de
Yucatan, no México, o sisal foi introduzido no Brasil e demonstrou boa adaptacao ao

clima semiarido da regidao nordeste, ganhando rapida importancia econémica na
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regido, especialmente no estado da Bahia (SANTOS; SILVA, 2017).

Em termos de composicéo, a fibra da A. sisalana corresponde a
aproximadamente 5% de toda a biomassa da planta, sendo o restante considerado
subproduto da industria do sisal (OASHI, 1999; SANTOS et al., 2009). Nos ultimos
anos, este subproduto tem demostrado propriedades interessantes na area
farmacoldgica, sendo elas: anti-helminticas (BOTURA et al., 2013), anti-inflamatdrias,
analgésicas (DUNDER et al., 2010; MWALE; J. MASIKA; FRANCIS, 2012)
imunomoduladoras (CHEN et al., 2011) e antineoplasicas (DE OLIVEIRA et al., 2019).

Os residuos de sisal sdo compostos principalmente por saponinas
esteroidais, que parecem ser 0s principais responsaveis pelos efeitos farmacoldgicos
observados (ver Tabela 1) (DE OLIVEIRA et al., 2019). Além disso, compostos como
flavonas e homo-isoflavondides (CHEN et al., 2011), polissacarideos variados
(ZHANG; LIU; LIN, 2014), pectina, manitol e acido succinico, também podem ser
extraidos dos residuos da A. sisalana (SANTOS et al., 2015).

Os extratos de sisal podem ser obtidos de diferentes maneiras, sendo
algumas delas: hidrolise acida (EHAAS), extragdo com hexano (EH), extragdo com
etanol (EE) e precipitagdo a seco (EPS) (ARALDI et al., 2018; LUO et al., 2019). Em
estudo realizado por ARALDI, et al. (2018), avaliando os potenciais citotdxicos,
mutagénicos e antioxidantes de trés extratos de A. sisalana (EHAAS, EH e EPS) em
células Vero (rim de macaco verde africano), demonstrou-se que o EHAAS apresenta
resultados que sugerem seu maior potencial como um possivel antineoplasico
(ARALDI et al., 2018).

O EHAAS ¢ obtido conforme descrito por Araldi et al. (2018) a partir
do aquecimento do suco do sisal e posterior hidrolise com acido sulfurico. Em seguida
0 suco € levado a centrifugagao para obtencéo do precipitado, que € entao filtrado e
liofilizado, gerando o produto final, cuja concentragcdo de saponinas beira 90% da
massa total do extrato (ARALDI et al., 2018).

As saponinas sao glicosideos presentes em varias espécies de

plantas, constituidas por uma porg¢ao aglicona (ou sapogenina) e uma porgao de
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agucar. A variagdo de aglicona determina os dois grupos de saponinas existentes:
esteroidal e triterpendides (mais comum) (Figura 8) (FRANCIS et al., 2002). A palavra
saponina deriva de soap (sabao) e a molécula é caracterizada por sua estrutura
anfipatica, contendo uma porg¢ao apolar (aglicona) e outra polar (agucar), que da a
esse glicosideo caracteristicas de detergente e/ou surfactante, proporcionando uma
interacao especialmente boa com estruturas lipidicas, como as membranas celulares
(FRANCIS et al., 2002; SAVAGE, 2003).

Figura 8 - Estutura basica das saponinas

Aglicona

Cadeia de agucar

Estutura basica das saponinas, marcadas por uma cadeia de agucar hidrossolivel e uma porgao
hidrofébica denominada aglicona ou sapogenina. FONTE: MOGHIMIPOUR; HANDALLI, 2015.

As interacbes dadas pelos mais diferentes tipos de saponinas
(esteroidais e triterpendides) possibilitam efeitos bioldgicos variados para inUmeros

tratamentos observados na Tabela 1 (acima).
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3 JUSTIFICATIVA

Dentre os mais variados tipos de cancer, o cancer de pulmao se
destaca devido a sua altissimas incidéncia e mortalidade, bem como por apresentar

perspectivas futuras bastante desanimadoras.

Dentre os diferentes tipos histolégicos da doenga, o cancer de pulmao
de células ndao pequenas (CPCNP) é o mais prevalente entre fumantes e néao
fumantes. A baixa sobrevida da doenca esta fortemente associada a baixa eficacia

dos tratamentos atuais.

Grande parte dos produtos farmacéuticos atualmente disponiveis sao
derivados de moléculas extraidas de espécies vegetais. Desta forma, a prospecc¢ao
de fitoquimicos se mostram importantes para o desenvolvimento de possiveis novas
fontes terapéuticas. O extrato de hidrolise acida da A. sisalana (EHAAS) tem
demonstrado inumeras propriedades, incluindo atividade citotoxicas e
antineoplasicas. Sendo que tais propriedades tém sido associadas as suas
caracteristicas antioxidantes. Deste modo, o EHAAS se apresenta como um
interessante objeto de estudo quanto a seus efeitos citotéxicos em células
neoplasicas, em especial em CPCNP, que ainda protagonizam inumeros desafios

terapéuticos no tratamento da doenca.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar de forma comparativa a atividade citotoxica do extrato de
hidrolise acida da Agave sisalana Perrine (EHAAS) e da ciclofosfamida em duas
linhagens de CPCNP (A549 e NCI-H460) com mutagcdes no gene KRAS e em
linhagem sadia de fibroblasto de pulmao (MRC-5).

4.2 Objetivos especificos

1. Analisar os efeitos do extrato de hidrdlise acida de A. sisalana (EHAAS) sobre
a viabilidade celular em diferentes concentragdes e ciclofosfamida (CP) nas
linhagens celulares de CPCNP (A549 e NCI-H460) e controle (MRC-5).

o Estratégias: investigar a viabilidade celular e vias de morte celular a
partir da técnica de citometria de fluxo utilizando o ensaio de anexina
V/IP (iodeto de propidio) apds tratamento (24 horas) com o extrato nas
concentracbes de: 400, 200, 100, 75, 50 e 25 ug/mL e a droga

ciclofosfamida (CP) na concentracado de 100 pg/mL.

2. Avaliar os efeitos do extrato (EHAAS) e CP sobre o estresse metabdlico das

células, em linhagens neoplasicas (A549 e NCI-H460) e controle (MRC-5).

o Estratégias: analisar, por meio da técnica de citometria de fluxo, os
niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes nas células pos
tratamento (24 horas) com o extrato (400 pg/mL a 25 pg/mL) e CP 100
Mg/mL a partir do ensaio de DCFH-DA (2',7'- Dichlorofluorescin
Diacetate) e investigar alteragcdbes no potencial de membrana
mitocondrial (AWYm) utilizando a sonda MitoTracker® Deep Red FM.

3. Investigar os efeitos genotdxicos de extrato (EHAAS) e CP sobre as linhagens
cancerigenas (A549 e NCI-H460) e controle (MRC-5).

o Estratégia: Avaliar os niveis de clastogenicidade, por meio da técnica
de citometria de fluxo, a expressé&o histona y-H2AX (histona H2AX
Ser139).
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi desenvolvidos no Laboratdrio de Biotecnologia
Aplicada a Saude (G004), localizado na Universidade Federal da Integragédo Latino-
Americana (UNILA — Foz do Iguagu) em pareceria com o Laboratério bases Genéticas
dos Tumores da Tireoide da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP - Séo
Paulo) e Laboratério de Genética, Biologia Molecular e Mutagénese da Faculdade de
Ciéncias e Letras de Assis da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (UNESP- Campus Assis).

Por se tratar de um patriménio genético nacional, a utilizagcdo do
extrato de hidrdélise acida, provindo da planta Agave sisalana Perrine foi registrada no
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional

Associado (SisGen), no processo de numero A177E74 (Anexo A - abaixo).
5.2 Obtencao do extrato de Agave sisalana Perrine

O extrato da hidrdlise acida de Agave sisalana Perrine (EHAAS) foi

gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Edislane Barreiros de Souza (UNESP-FCLA).

Para a manutencdo das propriedades fitoquimicas do EHAAS, o
extrato foi enviado liofilizado e protegido da luz. No laboratério, o extrato foi
ressuspendido em PBS 1X estérii na concentracdo estoque de 20 mg/mL e
armazenado em tubos de polipropileno de 2 mL (Sarstedt®, Alemanha) a -80°C. Para
a execucgao dos experimentos, a solugao estoque (20 mg/mL) foi inicialmente diluida
a concentragdo de 2 mg/mL em meio de cultivo celular RPMI 1640 (Gibco™, EUA)
com HEPES (Vitrocell®, Brasil) ou em meio de cultivo a MEM (Vitrocell®, Brasil), de
acordo com as especificagdes de cada linhagem (ver mais adiante). Os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino - SFB (Vitrocell®, Brasil) e 1% da
solugdo de penicilina/estreptomicina (100 U/ml) (Sigma-Aldrich®, Alemanha). Por fim,
diluicdes seriadas de 400, 200, 100, 75, 50 e 25 pg/ml da solucao pré-diluida de 2
mg/mL de EHAAS foram realizadas e aplicadas nas culturas de linhagens celulares

de CPCNP e normal, seguindo os protocolos descritos por Araldi et al. (2018).
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5.3.1. Sobre as linhagens celulares utilizadas
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As linhagens celulares A549, NCI-H460 e MRC-5 foram cordialmente
doadas pelo Prof. Dr. Sergio Bydlowski - laboratorio LIM51 da Faculdade de Medicina

da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). A identidade genética destas linhagens foi

confirmada por meio de Short tandem repeat (STR).

Para este estudo, foram utilizadas duas linhagens de CPCNP (A549

e NCI-H460), ja4 que estas linhagens possuem perfis mutacionais distintos, mas

compartilham mutagdes no gene KRAS, conforme dados do banco de dados Expasy

e ATCC® (Tabela 2).

Tabela 2 - Linhagens de pulmao, suas origens e mutagdes frequentes

LINHAGENS DOENCA MUTA(;CES FREQUENTES
A549 ATCC® CCL- Carcinoma humano, KRAS
171™ derivado de cancer de STK11

pulmdo de células né&o
CDKN2A
pequenas (CPCNP).
Adenocarcinoma
NCI-H460 ATCC® HTB- Carcinoma humano KRAS
177™ derivados de derrame PIK3CA
pleural. Carcinoma de
- , STK11
pulmdo de células
CDKNZ2A

MRC-5 ATCC® CCL-
171™

grandes.

Célula normal, derivada
de tecido pulmonar fetal
humano (14 semanas de

gestacao).

Célula normal

Fonte: ATCC®; Expasy, 2020.
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No momento da aplicagdo do EHAAS, as linhagens A549, NCI-H460
e MRC-5 se encontravam nas passagens 108, 100 e 5, respectivamente. Os perfis
mutacionais das linhagens podem ser observados na Tabela 2 (acima). As mutagdes
apresentadas sdo baseadas nas mutacbes mais frequentemente observadas na

literatura, para as dadas linhagens.
5.3.2. Cultura celular

Para a manutengdo das condi¢gdes asseépticas, todos os materiais
utilizados para a cultura celular foram devidamente esterilizados e manipulados em
cabines de fluxo laminar. As linhagens celulares A549, NCI-H460 e MRC-5 foram
inicialmente expandidas em frascos de cultura de 25 cm? (KASVI®, Brasil) ou placas
de cultura de 150 mm x 25 mm (CORNING®, EUA) com densidades de semeio de 0,5
x 108 células/cm? e 2 x 108 células/cm?, respectivamente. As células foram mantidas
em cultivo celular até atingirem 70% de confluéncia, com os meios de cultivo sendo
trocados sempre que necessario. Os meios basais de crescimento para cada

linhagem e suas condi¢des de cultura estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Linhagens de pulmao e suas respectivas condigdes de crescimento

Linhagens Meio de crescimento  Condigdes de crescimento

basal

A549 ATCC® CCL- Meio RPMI 1640 As células cresceram em
171™ (Gibco™, EUA), incubadoras de CO2 HF212UV
suplementado com 10% (Heal Force, CHN) em
de soro fetal bovino (SFB) atmosfera de 5% a de 37 °C.

NCI-H460 ATCC® HTB- 1o, 4e penicilina 100

177™
U/ml com estreptomicina

100 pg/ml (Sigma-
Aldrich®, Alemanha).

Continua
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Continuagdo
Linhagens Meio de crescimento  Condigdes de crescimento
basal
MRC-5 ATCC® CCL- Meio a MEM (Vitrocell®, *
171™ Brasil), suplementado

com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de

penicilina 100 U/ml com

* Foram empregadas as mesmas condi¢des de cultivo descritas nas demais linhagens

Aliquotas de cada umas das linhagens foram crio-preservadas em
freezerde -80 °C em criotubos estéreis de 1,5 mL (CORNING®, EUA) a fim de manter
o biobanco de células. Para isso, as células foram congeladas a uma densidade de 1
x 10° células/mL em meio de congelamento (20% SFB, 10% dimetilsufoxido (DMSQO)

e 70% de meio de cultivo).
5.3.3. Desagregacdo da monocamada e plaqueamento

Atingidos 70% de confluéncia celular, os meios de cultivo das placas
e frascos foram retirados e as células foram lavadas duas vezes com 1 mL (frascos)
a 2 mL (placas) de solucédo salina tamponada de fosfato (PBS 1x) feita in house
(Tabela 4). As lavagens se fazem necessarias por extrairem resquicios de SFB, que
podem interferir na agdo da solugao de Tripsina/EDTA. A solucao de Tripsina/EDTA,
por sua vez, € responsavel pela desagregacédo enzimatica da monocamada celular, a

qual deixa de se aderir ao plastico (poliestireno).
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Tabela 4 — Composicédo PBS 1x feito in house
SOLUGAO DESCRICAO

PBS 1x e 800 mL de agua destilada
e NaCl: 8 g (0.137 M)
e KCI: 200 g (0.0027 M)
e NazHPO4:1.44 g (0.01 M)
e KH2PO4: 240 mg (0.0018 M)
e Completar para 1L com agua

destilada

Para a desagregacao foram utilizadas quantidades de 1 mL (frascos)
a 2 mL (placas) da solugao de Tripsina/EDTA (Vitrocell®, Brasil), deixando-a agir por
aproximadamente 3 minutos em estufa a 37 °C. Ao observar-se a total desagregacgéao
das células em microscépio éptico invertido, a solugao de Tripsina/EDTA (Vitrocell®,
Brasil) foi inativada com meio basal de crescimento (sob a mesma proporgao de
tripsina utilizada), nao transpassando o periodo de 5 minutos de contato entre a

solugao de Tripsina/EDTA (Vitrocell®, Brasil) e as células.

Estando em suspencdo, as células foram coletadas e transferidas
para tubos de polipropileno de 15 mL (KASVI®, Brasil) e levadas a centrifugagao por
5 minutos a 1.200 rpm (257 x g). Ao fim da centrifugagdo, descartou-se o
sobrenadante e o pellet celular foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultivo. Entao,
uma aliquota de 10 uL da suspensdo homogeneizada de células foi retirada e
transferida para um tubo de polipropileno de 500 uL (Sarstedt®, Alemanha), contendo
10 yL do corante azul de tripan (Invitrogen™, EUA). A solugao de células e corante
foi homogeneizada com o auxilio de uma micropipeta e 10 uL da solucéao foi disposta
sobre uma cadmara de Neubauer espelhada, a fim de estimar a quantidade total e

viabilidade das células (ver calculo em Figura 9).
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Figura 9 — Calculo de numero de células em camara de Neubauer

4
Ne células/mL = Ne células contadas * Fator de diluigdo * 10

N¢ de quadrantes

Para as subculturas, foram utilizadas placas de cultivo de 60 mm
(KASVI®, Brasil) e placas de cultivo de 6 pogos (Sarstedt®, Alemanha). Densidades
de 3 x 10° células/mL (MRC-5) e 1 x 10° células/mL (A549 e NCI-H460) foram
semeadas nas placas de 60 mm (KASVI®, BRASIL) e 0,5 x 10* células/mL (A549 e
NCI-H460) e 3 x 10* células/mL (MRC-5) em cada pogo da placa de 6 pogos
(Sarstedt®, Alemanha). As variagbes de quantidade de células semeadas entre os
tipos de placas se devem as superficies de crescimento, enquanto a variagao de
semeio entre as linhagens celulares se deve ao maior tempo de dobramento

populacional (doubling time) da linhagem controle MRC-5.
5.3.4. Aplicagdo do EHAAS e determinagéo dos controles

As subculturas foram mantidas em cultivo, sob as condi¢des descritas
na Tabela 3 , até atingirem a confluéncia de 70%. Neste ponto o meio das placas foi
retirado e as células receberam os tratamentos com o EHAAS. Para isso, foram
preparadas diluicbes de 400, 200, 100, 75, 50 e 25 ug/mL do extrato em meio de
cultivo basal. As concentracdes aplicadas foram escolhidas com base em estudos
anteriores, que sugerem esta faixa de concentragdo como as mais relevantes
(ARALDI et al., 2018). Além do EHAAS, a droga ciclofosfamida (CP) (Sigma-Aldrich®,
Alemanha) também foi testada, a fim de comparar os efeitos entre uma droga
licenciada, comumente utilizada em terapias anticancer e conhecidamente
genotoxica, frente a um novo extrato sob investigagdo (MURATA et al.,, 2004;
POVIRK; SHUKER, 1994; REHMAN et al., 2012; SZADVARI; KRIZANOVA; BABULA,
2016). A concentragao estipulada para a CP foi de 100 pg/mL, baseado em valores
preconizados em estudo anteriores (ARALDI et al., 2015, 2018; KRAUS-BERTHIER
et al., 2000; REHMAN et al., 2012).Todos o0s ensaios contaram com uma amostra
controle, sem aplicagdo de droga, denominada controle negativo (C-). O tempo de
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incubacgédo para todos os ensaios foi de 24 horas.
5.4 Avaliagao da citotoxicidade celular
5.4.1. Ensaio de anexina V/IP

O ensaio de Anexina V/IP € um método robusto de analise de
viabilidade celular, o qual permite determinar o percentual de células vivas, em

apoptose inicial, apoptose tardia e necrose.

O principio da técnica se baseia principalmente na morte celular por
apoptose, onde os residuos do componente fosfolipidico fosfotidilserina, encontrados
normalmente na face citosdlica da membrana celular, sdo expostos para a face
extracelular. A exposi¢ao da fosfotidilserina, por sua vez, possibilita a ligagao por alta
afinidade da proteina celular Anexina V, a qual pode ser identificada na citometria de
fluxo gragas a sua conjugagdo com o fluoréforo isocianato de fluoresceina (FITC)
(PALMA et al., 2008). Para identificar células vivas, necroticas e em apoptose, a
Anexina V é utilizada junto ao iodeto de propidio (IP), um intercalante de DNA

fluorescente que permeia apenas células com suas membranas celulares danificadas.

Desta forma, células viaveis, com suas membranas celulares intactas
e sem estimulos apoptéticos, ndo apresentam marcagéo para nenhum dos agentes
fluorescentes (Anexina V7/IP-). Células em apoptose inicial apresentam marcagao
apenas para Anexina V, por sua integridade na membrana, mas presente exposi¢ao
da fosfotidilserina (Anexina V*/IP-). Células em apoptose tardia apresentam duas
marcagodes: (1) Anexina, considerando a exposi¢céao dos residuos de fosfotidilserina e
(2) IP, pelo estagio avangado comprometer a integridade da membrana, o que permite
a entrada do IP (Anexina V*/IP*). Por ultimo, as células em necrose, por nao
externalizarem a fosfotidilserina, ndo apresentam marcacédo para Anexina, mas por
apresentarem danos a membrana celular, sdo marcadas para com o IP (Anexina V-
/IP*).

As células para o ensaio foram cultivadas em placas de cultivo de 6
pocos (Sarstedt®, Alemanha) até atingirem 70% de confluéncia e tratadas com
EHAAS (25 a 400 ug/mL) e CP a 100 ug/mL (seg¢ao 5.3.3 acima). Ao fim do periodo
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de incubagao (24 horas), o meio de cultivo das células foi recolhido em tubos de
polipropileno de 15 mL (Sarstedt®). A coleta do meio de cultivo se faz necessaria para
gue nao se excluam células mortas em suspensao. Os pogos foram tripsinizados e as
células desagregadas foram transferidas para os tubos contendo os meios coletados
anteriormente. Apos a coleta das células, foram acrescentados 5 pL de Anexina V-
FITC e 1 yL de IP (Invitrogen™, EUA) em 100 uL de tampao de ligagéo, seguindo as
recomendagdes do fabricante do Kit (Molecular Probes®, EUA). As células foram
incubadas por 15 minutos a 37°C e 5% de COz2, protegidas da luz. Transcorrido esse
tempo, as células foram centrifugadas por 5 minutos a 1.200 rpm (257 x g). O pellet

obtido foi homogeneizado em 300 pL de PBS 1x com o auxilio de uma micropipeta.

As células foram entdo analisadas no citdmetro de fluxo BD Accuri
(BD Bioscience, EUA) em ftriplicatas de 10.000 eventos cada. Foram empregados os
filtros FL1 (533 £15 nm) para quantificar a Anexina V-FITC e FL4 (675 £12.5 nm) para
a quantificagdo do IP. Os resultados foram analisados no software Accuri (BD
Bioscience, EUA) por density plot, sendo realizada sua devida compensacao

multicolor em razdo da sobreposicdo espectral do fluorocromo FITC com o IP,
conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10 — Sobreposicao espectral dos fluorocromos FITC e IP
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As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste paramétrico
ANOVA One Way, seguido do teste post hoc de Tukey, ambos com nivel de
significancia de 5%, através do software GraphPad 5 Prism (GraphPad Software®,
EUA). Para avaliar a viabilidade celular, foram realizadas médias aritméticas das

triplicatas experimentais, utilizando-se o numero de células vivas.
5.5 Avaliagao do estresse metabdlico celular
5.5.1. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

O potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym) & elemento chave do
metabolismo energético e emprega importante papel sobre a viabilidade celular. A
geracao de energia na organela acontece através da passagem de elétrons pela
cadeia transportadora de elétrons, composta por quatro complexos proteicos, onde a
passagem de energia através dos complexos |, lll e IV provoca o bombeamento de

prétons H* para a porgéo externa da matriz mitocondrial (NELSON; COX, 2014).

A formacgao do gradiente de prétons entre as porgdes internas e
externas da membrana leva a geracao de energia proton-motriz, separada em energia
potencial quimica e energia potencial elétrica (NELSON; COX, 2014). O A¥WYm ¢é a
diferenga transmembrana do potencial elétrico, medida em volts (NELSON; COX,
2014). Esta energia acumulada mantém a membrana mitocondrial com uma carga
altamente negativa, o que possibilita o sequestro de estruturas catiénicas (NELSON;
COX, 2014; POOT et al., 1996).

Quando a membrana mitocondrial é depletada em situagdes de
estresse oxidativo, inducao de apoptose ou alguma alteracao funcional, o AWm tende
a diminuir, o que influi diretamente em sua carga e capacidade de se ligar a cations
(POOT et al., 1996; ZOROVA et al., 2018).

Para avaliar o potencial de membrana mitocondrial, sondas com
fluoréforos catibnicos podem ser utilizadas, uma vez que sao sequestradas e
acumuladas de forma especifica e permanente na matriz mitocondrial (POOT et al.,
1996; WANG et al., 2019). A exemplo disto, a sonda MitoTracker® Deep Red permite

analisar células com o AWm ativo, através da fluorescéncia emitida pela sua marcagao
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(FRICK et al., 2015). A quantificagcao da fluorescéncia pode ser avaliada pela técnica
de citometria de fluxo (VIZLER; GLAVINAS, 2002).

No ensaio de AWm, as células foram cultivadas em placas de 6 pogos
(Sarstedt®, Alemanha) e tratadas com o EHAAS nas concentragdes de 400 a
25 pyg/mL e CP a 100 ug/mL (segao 5.3.3 acima). Apos o periodo de incubagéo de 24
horas dos tratamentos, os meios de cultivo foram descartados e foram adicionados
aos pogos 2 mL de meio basal com 500 nM da sonda MitoTracker® Deep Red
(Invitrogen®, USA), diluida previamente em solugdo estoque de 1mM de DMSO
(Synth®, Brasil). As células foram incubadas com as sondas a 37°C e 5% de CO? por
40 minutos, em auséncia de luz. Passado esse periodo, o meio com a sonda foi
descartado e a monocamada celular foi desagregada com 300 pL de solugao Tripsina-
EDTA (Vitrocell®, Brasil). Adicionou-se 1mL de meio de crescimento basal aos pog¢os
e a suspensao celular foi coletada e transferida a tubos de polipropileno de 1,5 mL
(Sarstedt®, Alemanha). Nos tubos, as células foram centrifugadas a 1.200 rpm
(257 x g) por 5 minutos, descartando-se posteriormente o sobrenadante. Por fim, o
pellet foi ressuspenso e homogeneizado com 300 uL de PBS 1x e as células foram
analisadas no citdbmetro de fluxo Accuri C6 (BD Bioscience, EUA). No citbmetro, as
células foram analisadas em triplicatas, contabilizando 10.000 eventos em cada
passagem. Foi empregando o filtro FL4, na faixa de 675 +12.5 nm. Os resultados
foram analisados no software FlowJo™ versdo V10 (TreeStar®, EUA), por meio de
histogramas relacionando o numero de células na amostra que fluoresceram para a

sonda (devido ao seu AWm ativo).

As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste nao-
paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn, ambos com nivel de
significancia de 5%, através do software GraphPad 5 Prism (GraphPad Software®,
EUA)

5.56.2. Analise de producao de ROS por meio da sonda DCFH-DA

Buscando compreender a acdo do EHAAS nos niveis de ROS em
células de CPCNP e controle, as espécies reativas de oxigénio foram quantificadas

através do ensaio de diacetato de dicloro-diidro-fluoresceina (DCFH-DA). Neste
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ensaio, a sonda DCFH-DA reage em contato com as ROS presentes nas células,
sendo oxidada e transformada em wuma molécula fluorescente (DCF)
(KALYANARAMAN et al., 2012), a qual pode ser quantificada através de técnicas de

citometria de fluxo.

Para o ensaio da DCFH-DA, a linhagem controle (MRC-5) e as
linhagens de neoplasicas (A549 e NCI-H460) foram cultivadas em placas de cultura
celular de 6 pogos (Sarstedt®, Alemanha) e tratadas com CP a 100 ug/mL e EHAAS
em concentracées de 400 a 25 yg/mL, como descrito na seg¢ao 5.3.3 (acima). Ao
transcorrer o periodo de 24 horas de incubagdo, o meio de cultura dos pogos foi
descartado e adicionou-se 1 mL de meio basal com 100 yM da sonda DCFH-DA
(Sigma-Aldrich®, Alemanha). As placas foram entao incubadas por 40 minutos a 37°C
e 5% de COz2, ao abrigo da luz. Em seguida o meio foi removido e a monocamada
celular foi desagregada através da adigdo de 300 pL da solugéo de Tripsina-EDTA
(Vitrocell®, Brasil).

As células de cada pocgo foram coletadas em 1 mL de meio basal e
transferidas para tubos de polipropileno de 1,5 mL (Sarstedt®). Nos tubos, as células
foram centrifugadas por 5 minutos a 1.200 rpm (257 x g). O sobrenadante foi
descartado e o pellet celular foi ressuspendido e homogeneizado com 300 pL de PBS
1x. O material foi analisado no citdbmetro de fluxo Accuri C6 (BD Bioscience, EUA), em
triplicatas contabilizando 10.000 eventos em cada passagem. Foi empregando o filtro
FL1 na faixa de 533 15 nm. Os resultados foram analisados por meio do software
FlowJo™ versédo V10 (TreeStar®, EUA), em histogramas que relacionam o numero

de células que fluoresceram com a sonda.

As analises estatisticas foram realizadas através do teste paramétrico
ANOVA one way seguido do teste post hoc de Tukey, ambos com nivel de
significancia de 5%, por meio do software GraphPad 5 Prism (GraphPad Software®,
EUA).
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5.6 Avaliagao do potencial genotéxico do extrato
5.6.1. Ensaio de histona y-H2AX

Em células eucariotas, danos que induzem quebras de dupla fita do
DNA, conhecidas como DSBs (do inglés, double strand breaks), levam ao
recrutamento de inumeras moléculas relacionadas ao reparo do material genético
danificado. Um dos passos iniciais € mais rapidos desse recrutamento (que ocorre de
1 a 3 minutos apds o dano) é a fosforilagdo da histona H2AX no residuo Ser 139,
passando a se chamar histona y-H2AX. Por ser uma modificacdo rapida,
extremamente abundante e com alta correlacdo aos niveis de danos no DNA, o
emprego de imunomarcagao da histona y-H2AX €& considerado o método mais
sensivel para averiguar os niveis de clastogenicidade celular produzidos por DSBs —
danos mais graves de mais dificil reparo (COX; DOUDNA; O’'DONNEL, 2012;
SHARMA; SINGH; ALMASAN, 2012).

Para compreender o potencial clastogénico, a fim de determinar o
potencial genotéxico do EHAAS, o ensaio de histona y-H2AX foi realizado nas duas
linhagens neoplasicas (A549 e NCI-H460) e na linhagem controle (MRC-5), aplicando
o EHAAS nas concentragdes de 50, 100 e 200 ug/mL, além do tratamento com CP a
100 pg/mL (Sigma-Aldrich®, Alemanha) e controle negativo (sem tratamento). As
imunorreacdes foram realizadas através de marcacao indireta, utilizando um anticorpo
primario anti-y-H2AX feito em coelho (rabbit) (Novus Biologicals®, EUA) e um
anticorpo secundario anti IgG de coelho (anti-rabbit-lgG) conjugado com FITC (Sigma-

Aldrich®, Alemanha), feito em cabra (goat).

As linhagens celulares foram cultivadas e tratadas sob as mesmas
condi¢gbes descritas anteriormente (seg¢ao 5.3 - acima). Apos o tempo de 24 horas da
aplicagao dos tratamentos, o meio de cultivo foi descartado e as células foram
desagregadas com 300 yL de solugao de Tripsina-EDTA (Vitrocell®, Brasil). Ao fim da
tripsinizacgao, as células foram coletadas em 1 mL de meio basal e transferidas para
tubos de polipropileno de 15 mL (Sarstedt®, Alemanha), onde foram centrifugadas a
1.200 rpm (257 x g), por 5 minutos. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi

descartado e o pellet celular foi ressuspendido em 300 pL de paraformaldeido a 2%
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(Synth®, Brasil) para a fixagdo do material, o que possibilita a manutencéo das células
em sua morfologia ideal e os antigenos integros para as demais etapas do ensaio. A
fixacao foi realizada pelo periodo de 2 horas, ao abrigo de luz, a 4 °C (para evitar

possiveis degradacgdes).

A remogéao do fixador foi realizada em duas lavagens consecutivas
com 1 mL de PBS (1x), onde as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas
(1.500 rpm — 321 x g - por 5 minutos, a 4°C) - poteriormente o sobrenadante foi
descartado. As duas lavagens se fazem necessarias devido a autofluorescéncia do
paraformaldeido, que pode interferir na leitura do citbmetro. O aumento da rotagao foi
realizado para diminuir possiveis perdas do numero de células, considerando as
demais lavagens posteriores. A diminuicao de temperatura se deu para evitar possivel

degradagao proteica e danos a amostra.

Em seguida, as membranas celulares foram permeabilizadas com 300
ML de detergente Tween® 20 (Invitrogen®, USA) a 0,1 %, pelo periodo de 15 minutos
em geladeira. A permeabilizagcdo se mostra importante para que poros ha membrana
celular deem acesso a entrada dos anticorpos na célula, possibilitando o ingresso
destes ao nucleo celular - local onde se encontra seu antigeno: histona y-H2AX. A
remogao do permeabilizante foi efetuada por duas lavagens com PBS 1x, seguidas

de centrifugacgao, descarte do sobrenadante e ressuspenssao do pellet.

Findadas as duas lavagens, as células foram incubadas com solugao
de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich®, Alemanha) a 5% por 40 minutos.
O BSA se ligar reversivelmente aos antigenos da amostra, bloqueando o acesso e
impedindo ligagbes inespecificas do anticorpo anti-y-H2AX. Na sequéncia, as células
em solugdo de BSA foram lavadas com PBS 1x (300 pL) e incubadas overnight (18
horas) em solugdo com 1 uL do primeiro anticorpo: anti-human-y-H2AX (Novus
Biologicals®, EUA) e 50 pL de solugéo de BSA a 1%. O processo de incubacgao foi
realizado na auséncia de luz a 4°C. Ao fim da primeira reagao de ligacao, as células
foram lavadas com PBS 1x, retirando todos os anticorpos ndo ligados a seus
antigenos especificos. Posteriormente, as células foram incubadas por 1 hora, em

temperatura baixa, junto ao anticorpo secundario anti-rabbit-IgG conjugado com FITC
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(Sigma-Aldrich®, Alemanha). Neste ponto foi criado um novo controle: o controle
secundario, representando um grupo de células ndo submetidas a incubagcéo com o
anticorpo primario, mas incubadas com o anticorpo secundario. Este controle serve
para determinar possiveis marcagdes inespecificas do anticorpo secundario (anti-
rabbit-lgG conjugado com FITC) que poderiam culminar em falsos valores de

clastogenicidade.

Cessado o tempo de incubagao, as células foram lavadas com PBS
1x e ressuspendidas em 300 pL de PBS 1x, estando aptas a analise no citbmetro de
fluxo Accuri C6 (BD Bioscience, EUA). Foi empregado o filtro FL1 (633 £15 nm) e
contabilizados 10.000 eventos em uniplicatas. Os resultados foram avaliados
utilizando o software FlowJo™ versdo V10 (TreeStar®, EUA), onde foram obtidos
histogramas comparativos entre as células incubadas com os dois anticorpos e o
controle secundario. Desta forma, considera-se fluorescéncia real apenas as partes

do grafico que transpassaram a marcacao do controle secundario.

Os histogramas de intensidade de fluorescéncia foram obtidos através
das medianas de intensidade de fluorescéncia (MIF) geradas no software FlowJo™
versao V10 (TreeStar®, EUA) e plotadas no software GraphPad 5 Prism (GraphPad
Software®, EUA). Os valores inseridos nos histogramas contaram com a subtragio
inicial do MIF do controle secundario (tratado como o valor zero de fluorescéncia). Nao

foram realizadas analises estatisticas para o ensaio.
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6 RESULTADOS
6.1 Avaliagao de citotoxicidade pelo ensaio de Anexina V-FITC/IP

A fim de avaliar o potencial antineoplasico do EHAAS e da
ciclofosfamida, foi executado o ensaio de anexina V/IP. Com base no numero de
células viaveis, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) one way seguida do post
hoc de Tukey. Os resultados mostraram que, para a linhagem controle (MRC-5), foram
observadas diferencas estatisticas significativas entre os diferentes tratamentos
(p<0,0001; F=130,6). De acordo com o teste post hoc, foi observado que o EHAAS
apresenta atividade citotoxica as células MRC-5, sendo que o principal tipo de morte
celular identificada pdés-tratamento foi a necrose (Figura 11). Entretanto, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas entre as células controle (n&o
tratadas) e aquelas tratadas com a ciclofosfamida (Figura 11). Interessantemente,
nao foram observadas diferencas estatisticas significativas do numero de células
viaveis tratadas com o EHAAS nas concentracdes de 25, 50 e 75 ug/mL (Figura 11).
Porém, os resultados mostraram uma expressiva reducao da viabilidade celular, de
forma dose-dependente, nas células tratadas com EHAAS nas concentragdes acima
de 75 pg/mL (EHAAS 100 — 400 pg/mL). Logo, a concentragdo de EHAAS de 400
Mg/mL mostrou-se a mais citotoxica, tendo promovido a morte de 42,73% das células,

das quais 36,2% (3.620) destas se deram através de necrose (Figura 11).
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Figura 11 - Graficos Dotplot e histograma do ensaio de Anexina V/IP da linhagem
MRC-5
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Resultados do ensaio de Anexina V/IP da linhagem normal MRC-5. De (A) a (H) graficos dotplot
representando percentual de células: Vivas (Q-LL); em Apoptose Precoce (Q-LR); Apoptose Tardia (Q-
UR) e em Necrose (Q-UL). Em (A) controle negativo, sem tratamento; (B) CP = ciclofosfamida a 100
pg/mL; de (C) a (H), concentragbes crescentes do EHAAS. Em (l) grafico do tipo histograma
representando o niumero de células vivas (preto) e em diferentes tipos de morte (tons de cinza) dos
tratamentos com EHAAS, CP e controle negativo (C-). As analises estatisticas demonstraram
diferengas significativas de quase todos os tratamentos em relagao ao controle negativo, com excegéo
dos tratamentos com CP 100 ug/mL e EHAAS 25 ug/mL (p<0,0001; F=130,6). Dados estatisticos
obtidos a partir dos testes ANOVA One way e post hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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A viabilidade da linhagem cancerigena A549, assim como a linhagem
normal MRC-5, apresentou relagcdo de dose dependéncia ao extrato. Entretanto,
assim como na linhagem normal (MRC-5), os tratamentos de 25, 50 e 75 ug/mL né&o
apresentaram diferencas estatisticas entre si. Todas as concentragcdes do EHAAS e
CP 100 pg/mL, diferem significativamente em relagéo ao controle negativo (p<0,0001;
F=1019). Quanto aos mecanismos de morte, observa-se que nas concentra¢des de
25, 50 e 100 yg/mL a apoptose é prevalente. Os valores de apoptose, por sua vez,
praticamente ndo diferiram entre si, considerando: apoptose precoce (p<0,0001;
F=51,11) e tardia (p<0,0001; F=681,7). Nas concentragbes mais altas do extrato (200
e 400 pg/mL), que apresentaram maior citotoxicidade, a necrose se mostrou o
mecanismo mais prevalente de morte celular, correspondendo a 22,17% (2.217
células) e 69,8 % (6.980 células) dos 10.000 eventos analisados nas concentragoes
de 200 e 400 pg/mL, respectivamente (p<0,0001; F=590,1). A maior concentragcéo do
extrato (400 ug/mL) demonstrou altissima citotoxicidade, matando 96,65% (9.665) das
células, tendo 69,80% se dado através de necrose. Por fim, a droga comercial
ciclofosfamida a 100 ug/mL foi citotoxica a 42,43% (4.243) das células A549, sendo
28,33% (2.833) das mortes causadas por necrose (Figura 12).
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Figura 12 — Graficos Dotplot e histograma do ensaio de Anexina V/IP da linhagem

A549
Controle Negativo CP 100 pg/mL 25 ug/mL
o Gate: (R1in all) o Gate: (R1 inall) i Gate: (F1 inall)
A ans-LIL 25-LIR a5 LIL Q5-UR A 5-LIL o QE-UR
30,5% 01% 28.1% 21% 36, 2% 0,7%
% b % o
% d % % g
% d % %
T 735 4 z 5
d . 3 o o
% = % % E
o % 4 o
3 Ja5-LL Q5-LF
i T s AL 'y K VT T T T T T
wl o wd ad g w2 wl W wd ot WS TR a1 wh WA W TR
Anexina W- FITC-A Anexina - FITC-A Anexina W - FITC-A
0 pug/mL D 75 pug/mL E 100 pg/mL F
o Gate: (R1 in all) o Gate: (R1 inall) o Gate: (R1 inall)
Fan5-LIL 25-LIR Fas-LIL Q5-UR H a5-LIL C15- R
37.8% 1.5% 4, 0% . 1,7% 39,6% 3,0%
%5 : % “:'ﬁg
2 5 % o
%4 % %
33 € =z " §
Eoy ; By = E
4o . % 4 o
J5-LL Q5-LF 05-LL Q5-LF 3
- B 7% — 24 60 4 7% - % ki .-
E TN TTTnE T i % T T T T Tt T T T E
wl o wd ol ot W8 W T wl o P R Wl wd wd gt WS W TR
Anexing W- FITC-A Anexina V- FITC-A Anexina V- FITC-A
200 pg/mL G 400 pg/mL A549 III
o Gate: (R1in all) o Gate: (R1 inall)
Faa-LIL - LIl Q5-LUR
320,7% 67,7 % 224%
o O -
%4
s 8
S
4
J25-LL 3 < N
i |5||?||%||||||| T |:||||||| I”“,I?BIDI?I%I?Z E] " s 4' e U 1, é& Q& Q}&& Q}&Q%\& Q}@
* Anexin:\.‘- FITC-A * * Anexin:\f— FITC-A * Q'&Q "Qﬁo '\6, QQ
© EHARS

Vivas
Apoptose precoce

Apoptose tardia
Necrose

Resultados do ensaio de Anexina V/IP da linhagem cancerigena A549. De (A) a (H) graficos dotplot
representando percentual de células: Vivas (Q-LL); em Apoptose Precoce (Q-LR); Apoptose Tardia (Q-
UR) e em Necrose (Q-UL). Em (A) controle negativo, sem tratamento; (B) CP = ciclofosfamida a 100
pg/mL; de (C) a (H) concentragdes crescentes do EHAAS. Em (l) grafico do tipo histograma
representando o numero de células vivas (preto) e em diferentes tipos de morte (tons de cinza) dos
tratamentos com EHAAS, CP e controle negativo (C-). Todos os tratamentos diferiram estatisticamente
do controle negativo, com elevada mortalidade nos tratamentos com CP 100 pyg/mL e EHAAS a 200 e
400 pg/mL, tendo o ultimo apresentado uma notdvel citotoxicidade (9.665 de células inviaveis). As
concentracdes de 25, 50 e 75 yg/mL ndo apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,0001;
F=1019). Dados estatisticos foram obtidos a partir dos testes ANOVA One way e post hoc de Tukey,
com nivel de significancia de 5%.
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A linhagem neoplasica NCI-H460 apresentou a menor responsividade
ao extrato. Apesar de diferencas estatisticas serem observadas entre todas as
concentracbes de EHAAS e controle negativo (p<0,0001; F=97,06), a viabilidade
celular permaneceu acima dos 80% em praticamente todas as concentracbes do
extrato (25 yg/mL: 86,83% - 200 pg/mL: 81,33%), com excegao do tratamento com
EHAAS a 400 pg/mL, onde foi observada a morte de apenas 29,5% (2.950) das
células. Nao foram observadas diferengas estatisticas entre as concentragcbes de 25
a 100 pg/mL do EHAAS. Frente a CP 100 pg/mL, ndo foram observadas diferengas
significativas, tendo o tratamento com a droga apresentado 93,63% (9.363 células) de
viabilidade celular em relagao a 91,57% (9.157 células) do controle negativo. (Figura
13). Quanto aos mecanismos de morte, as concentragées mais altas do extrato (200
e 400 pg/mL) mostraram uma maior relagdo de morte celular por necrose (p<0,0001;
F=575,3), enquanto nas concentragcdes de 25 a 100 ug/mL, observa-se uma relagao
quase correspondente (1:1) entre os niveis de apoptose e necrose. Os valores de
apoptose nao diferiram estatisticamente entre si (apoptose precoce: p<0,0001;
F=12,57. Apoptose tardia: p<0,0001; F=149,3).
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Figura 13 — Graficos Dotplot e histograma do ensaio de Anexina V/IP da linhagem
NCI-H460
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Resultados do ensaio de Anexina V/IP da linhagem cancerigena NCI-H460. De (A) a (H) graficos dotplot
representando percentual de células: Vivas (Q-LL); em Apoptose Precoce (Q-LR); Apoptose Tardia (Q-
UR) e em Necrose (Q-UL). Em (A) controle negativo, sem tratamento; (B) CP = ciclofosfamida a 100
pg/mL; de (C) a (H) concentragbes crescentes do EHAAS. Em (l) gréfico do tipo histograma
representando o numero de células vivas (preto) e em diferentes tipos de morte (tons de cinza) dos
tratamentos dom EHAAS, CP e controle negativo (C-). Quanto a viabilidade celular, todos os
tratamentos diferem estatisticamente em relagdo com controle negativo, com exceg¢ao do tratamento
com CP a 100 ug/mL. Em EHAAS a 25, 50, 75 e 100 ug/mL, as amostras ndo apresentaram diferencas
significativas entre si (p<0,0001; F=97,06). As concentragbes de 200 e 400 ug/mL de EHAAS se
mostraram as mais citotdxicas para a linhagem. Dados estatisticos obtidos a partir dos testes ANOVA
One way e post hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
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Nas analises de viabilidade celular, observam-se efeitos bastante
distintos do EHAAS e da ciclofosfamida nas trés linhagens de pulmao. A linhagem
neoplasica A549 (p<0,0001; F=1019) foi a unica que sofreu efeitos citotoxicos da
ciclofosfamida, enquanto as demais (NCI-H460: p<0,0001; F=97,06 e MRC-5:
p<0,0001; F=130,6) ndo responderam a droga (Figura 14). A linhagem A549 foi
também a linhagem mais susceptivel a atividade citotoxica do EHAAS nas
concentragdes de 200 e 400 pug/mL, chegando a 96,65% de morte celular na maior
concentragéo do extrato. A linhagem NCI-H460 apresentou a maior resisténcia para o
extrato, mostrando uma viabilidade celular abaixo de 80% apenas na concentracao
de 400 pg/mL, enquanto este efeito foi obtido a partir da concentragcéo de 75 ug/mL e
100 ug/mL para as linhagens MRC-5 e A549, respectivamente. A indu¢ao de morte
por necrose também variou entre as trés linhagens, com o mecanismo sendo mais
perceptivel na linhagem controle (MRC-5) em todas as concentracbes e sendo
prevalente nas concentragdes mais citotoxicas, tanto na linhagem MRC-5, quanto nas
linhagens neoplasicas (A549 e NCI-H460).

Figura 14 - Histogramas do ensaio de Anexina V/IP das trés linhagens de pulméao
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Histogramas representando células vivas (em preto) e em diferentes tipos de morte (tons de cinza). Da
esquerda para a direita: linhagem normal MRC-5 e linhagens de CPCNP A549 e NCI-H460. No eixo “X”
estao representados os tratamentos com: CP = ciclofosfamida e concentragdes crescentes de EHAAS
(25 a 400 pg/mL); C- = células sem tratamento. No eixo “y” observam-se o numero de células
correspondentes a: células vivas, em apoptose (precoce e tardia e em necrose). As referéncias dos

tons de cinza s&o demonstradas na legenda da prépria imagem, a direita dos graficos.
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6.2 Ensaio de potencial de membrana mitocondrial (AWm)

Para compreender o papel do EHAAS e CP sobre a funcionalidade
mitocondrial, foi investigado o potencial de membrana mitocondria (AWYm), com o
auxilio da sonda MitoTracker® Deep Red. As analises estatisticas foram obtidas a
partir do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, através do numero
de células com marcagao para a sonda, o que implica na captura da mesma por
mitocdndrias funcionais, i.e. com AWm ativo. O controle negativo corresponde ao

AWm basal de cada linhagem.

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre nenhum
tratamento nas linhagens MRC-5 (p=0,0951) (Figura 15) e NCI-H460 (p=0,0806)
(Figura 16). Na linhagem controle (MRC-5) observou-se uma baixa atividade
mitocondrial, com atividade em menos de 20% de todas as células analisadas: o maior
valor observado foi para EHAAS 50 pg/mL, com 16,67% (1.667) das células com A¥Ym

ativo.
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Figura 15 — Histogramas do ensaio de potencial de membrana mitocondrial (A%Wm) da

linhagem MRC-5

@ Controle Negativo @ [ ] EHAAS *CP = Ciclofosfamida
@ CP 100 pg/mL* 25 pg/mL 50 ug/mL
] - ]
60 T i 60 7|
% 40 = ;g; % 40 =
8 ] O 40 _, 3 1
20 7 2 ] 20 -
° L B B BN B | T T ™ 0 L B B BN L | d 0 R B B | LI B | T (L | ™
10 10 104 106 10 1010 10 10 104 10B 108 1010 10 10 104 106 10 ’IO10
FL4-A :: FL4-A FL4-A :: FL4-A FL4-A :: FL4-A
@ 75 pg/mL El 100 pg/mL El 200 pg/mL
60 T 60 T 60 7
§ 40 T é 40 T 50; 40 T
0 L | L | b | L | L | ™ ™ ™ ™ ™ 0 L | b | L | L | L | ™ ™ ™ ™ L | ° L | L | b | L | L | ™ ™ ™ ™ ™
100 10 104 106 108 1010 10 10 104 106 108 1010 10 10 104 106 108 1010
FL4-A :: FL4-A FL4-A :: FL4-A FL4-A :: FL4-A
[G] 400 pg/mL [H] MRC-5
1 € 10000-
>
<
5] " 8000-
"
o
3
s = 6000-
S o
< 4000-
o ) n.s
] [}]
2 2000
NS
100 102 w0t 0% 10 10" C & & & & & & o
FL4-A :: FL4-A \& \& \& \& \& \& \&
¥ P F FFEE
STPTSTANLUNS
(&)
EHAAS

Resultados do ensaio de AWm da linhagem saudave MRC-5. De (A) a (G) histogramas comparando as
quantidades de células responsivas a sonda MitoTracker Deep Red (eixo y) entre as células sem
tratamento, denominadas Controle Negativo (em preto) e células com diferentes tratamentos (em
vermelho). Em (A) CP = Ciclofosfamida; de (B) a (G): concentragdes crescentes de EHAAS (25 a 400
pg/mL). Em (H) histograma estatistico mostrando niumero de células com AWm ativo (eixo y) em células
com tratamento (CP e EHAAS) e sem tratamento (C-) (eixo x). As analises estatisticas ndo mostraram
diferenga significativa entre nenhum grupo (p=0,0951). n.s. = N&o significante. Dados estatisticos
obtidos a partir dos testes Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com nivel de significaAncia de 5%. n.s. =

N&o significante.
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Figura 16 — Histogramas do ensaio de potencial de membrana mitocondrial (A%Wm) da
linhagem NCI-H460
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Resultados do ensaio de AWm da linhagem cancerigena NCI-H460. De (A) a (G) histogramas
comparando as quantidades de células responsivas a sonda MitoTracker Deep Red (eixo y) entre as
células sem tratamento, denominadas Controle Negativo (em preto) e células com diferentes
tratamentos (em vermelho). Em (A) CP = Ciclofosfamida; de (B) a (G): concentragdes crescentes de
EHAAS (25 a 400 pg/mL). Em (H) histograma estatistico mostrando numero de células com A¥Ym ativo
(eixo y) em células com tratamento (CP e EHAAS) e sem tratamento (C-) (eixo x). As analises
estatisticas ndao mostraram diferencas significativas entre nenhum grupo (p=0,0806). Dados estatisticos
obtidos a partir dos testes Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com nivel de significaAncia de 5%. n.s. =
nao significante.



65

A linhagem neoplasica A549 apresentou a unica diferenca estatistica
do ensaio, observada entre os grupos controle negativo e EHAAS 400 ug/mL
(p=0,0028). (Figura 17). Apesar da alta citotoxicidade na concentragao de 400 pg/mL
(96,65%), o A¥Ym se mostrou ativo em 56,9% (5.690) das células avaliadas (total de
10.000), demonstrando uma baixa relacdo entre a citotoxicidade e atividade

mitocondrial na linhagem.
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Figura 17 — Histogramas do ensaio de potencial de membrana mitocondrial (A%Wm) da

linhagem A549
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Resultados do ensaio de AWYm da linhagem cancerigena A549. De (A) a (G) histogramas comparando
as quantidades de células responsivas a sonda MitoTracker Deep Red (eixo y) entre as células sem
tratamento, denominadas Controle Negativo (em preto) e células com diferentes tratamentos (em
vermelho). Em (A) CP = Ciclofosfamida; de (B) a (G): concentragbes crescentes de EHAAS (25 a 400
pg/mL). Em (H) histograma estatistico mostrando numero de células com AWm ativo (eixo y) em células
com tratamento (CP e EHAAS) e sem tratamento (C-) (eixo x). Diferencas estatisticas foram observadas
apenas entre os grupos: controle negativo e EHAAS 400 ug/mL (p=0,0028). Dados estatisticos obtidos

a partir dos testes Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com nivel de significancia de 5%. ** p<0,001.
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Assim como no ensaio de Anexina V/IP, as linhagens de pulmé&o
apresentaram comportamentos distintos entre si, com (1) nenhuma resposta frente
aos tratamentos (MRC-5 e NCI-H460) e (2) diferengas apenas em tratamentos com
altissima citotoxicidade (A549) (Figura 18). Apesar de todas as concentragdes do
extrato terem causado algum nivel de citotoxicidade nas trés linhagens, deve-se
considerar que poucas células morreram através do mecanismo de apoptose, o que

justificaria uma redugao do A¥Ym.

Figura 18 — Histogramas do ensaio de potencial de membrana mitocondrial (A%¥m)
das trés linhagens de pulmao
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Histogramas representando o numero de células responsivas a sonda MitoTracker Deep Red para o
ensaio de AWm (eixo y), em relagdo a células sem tratamento (C-), tratadas com ciclofosfamida (CP) a
100 pg/mL e concentragdes crescentes de EHAAS (25 a 400 ug/mL). Da esquerda para a direita: célula
normal MRC-5 (p=0,0951); células neoplasicas A549 e NCI-H460. Diferencas estatisticas foram
observadas apenas entre C- e EHAAS 400 ug/mL na linhagem A549 (p=0,0028); nao foram observadas
diferengas estatisticas entre os grupos nas linhagens MRC-5 (p=0,0951).) e NCI-H460 (p=0,0806).
Apesar da diferencga estatistica observada na linhagem A549 (p=0,0028), a diminuicdo do AWYm nao
parece relevante frente a citotoxicidade apresentada na linhagem (96,65% de morte) Dados estatisticos
obtidos a partir dos testes Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, com nivel de significancia de 5%. **
p<0,001. n.s. = nao significante.
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6.3 Avaliagao da producao de ROS através da sonda DFCH-DA

O ensaio de detecgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi
realizado a fim de investigar o estresse oxidativo sofrido pelas linhagens celulares
frente aos tratamentos. A quantificacdo de ROS foi obtida através do numero de
células marcadas com a sonda DFCH-DA, a qual € detectavel apenas quando oxidada
pelas ROS. As analises estatisticas foram realizadas a partir do teste paramétrico
ANOVA one way seguido do post hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%. O
controle negativo corresponde a células sem tratamento, representando os valores

basais de ROS das linhagens em condi¢ées normais de cultivo.

Na linhagem MRC-5, apenas as concentragbes de EHAAS a 25, 200
e 400 ug/mL diferiram estatisticamente do controle negativo (p<0,0001; F=84,45)
(Figura 19). Este comportamento se mostrou bastante interessante, ja que a menor
concentragao do extrato - 25 ug/mL - apresentou uma elevagao no numero de células
sofrendo estresse oxidativo, enquanto as maiores concentragdes do extrato (200 e
400 pg/mL) apresentaram uma marcada diminuicdo na quantidade de ROS. As
concentragcbes de 200 e 400 pg/mL ndo diferiram estatisticamente entre si.
Comparados aos valores de citotoxicidade, observa-se que a concentragcao de EHAAS
que provocou menor morte celular (25 ug/mL) foi, entretanto, a com mais células
sofrendo estresse oxidativo (32,67%), enquanto as concentragdbes com maiores
efeitos citotdxicos (200 pg/mL e 400 ug/mL) foram as que tiveram menores niveis de
ROS detectados (18,36% e 17,03%, respectivamente). Assim como no ensaio de
AWm, a detecgcdo de ROS foi bastante baixa para a linhagem, indicando um

metabolismo basal menos ativo.
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Figura 19 — Histogramas do ensaio de ROS da linhagem MRC-5
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Resultados do ensaio de espécies reativas de oxigénio (ROS) da linhagem normal MRC-5. De (A) a
(G), representagdo de histogramas comparativos da quantidade de células marcadas pela sonda
DCFH-DA (eixo y) entre células nado tratadas (Controle Negativo), representadas em preto, e células
tratadas com EHAAS (25 a 400 pg/mL) e CP 100 pg/mL, representadas em vermelho. Em (H),
histograma estatistico mostrando os diferentes tratamentos da célula (eixo x) e numero de células
marcadas pela sonda (eixo y). As analises estatisticas mostram diferencas estatisticas entre o controle
negativo e os grupos tratados com EHAAS 25, 200 e 400 pug/mL (p<0,0001; F=84,45). Dados
estatisticos obtidos a partir da analise de variadncia (ANOVA) one way e post hoc de Tukey, com nivel
de significancia de 5%. *** p<0,0001.
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A linhagem cancerigena A549 apresentou pouca diferenga no numero
de células responsivas a sonda, com apenas os tratamentos com EHAAS a 200 e 400
pMg/mL  diferindo estatisticamente do controle negativo (p<0,0001; F=1,786).
Considerando o ensaio de citotoxicidade, as respostas quanto ao estresse oxidativo
do EHAAS a 200 e 400 pg/mL parecem ser opostas as esperadas, ja que as
concentragbes que mais induziram morte celular (200 pug/mL-34,7%; 400 pg/mL-
96,65%), se mostraram com 0s menores niveis de estrese oxidativo ( Figura 20).
Além disso, a concentracdo de 400 pg/mL foi a que mais causou deplegéo
mitocondrial, apresentado no ensaio de AWm (Figura 16). Além das respostas
obtidas, levando em consideragao o numero de células, € nitido nos histogramas da
Figura 20 o deslocamento a direita das curvas em vermelho, representando os grupos
tratados. Tal deslocamento € observado apenas nos tratamentos com EHAAS e
aumenta gradativamente frente ao aumento das concentragcdes do extrato. Este
comportamento sugere uma elevagao da intensidade de fluorescéncia da sonda, o

que pode representar uma quantidade maior de espécies reativas sendo detectadas.



Figura 20 — Histogramas do ensaio de ROS da linhagem A549
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Resultados do ensaio de espécies reativas de oxigénio (ROS) da linhagem cancerigena A549. De (A)
a (G), representacao de histogramas comparativos da quantidade de células marcadas pela sonda
DCFH-DA (eixo y) entre células nao tratadas (Controle Negativo), representadas em preto, e células
tratadas com EHAAS (25 a 400 pg/mL) e CP 100 upg/mL, representadas em vermelho. Em (H),
histograma estatistico mostrando os diferentes tratamentos da célula (eixo x) e numero de células
marcadas pela sonda (eixo y). As analises estatisticas mostram diferengas estatisticas entre o controle
negativo e EHAAS a 200 e 400 yg/mL (p<0,0001; F=178,6). Observa-se um deslocamento a direita das
curvas correspondentes aos tratamentos com EHAAS. Dados estatisticos obtidos a partir da andlise de

variancia (ANOVA) one way e post hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%. *** p<0,0001.
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Os resultados de ROS da linhagem NCI-H460 n&do demonstraram
nenhuma diferenca estatistica entre as amostras, com os tratamentos com CP ou
EHAAS (p= 0,2659; F=1,416) (  Figura 21). Estes resultados, assim como os de
AWm e Anexina V/IP sugerem uma responsividade quase nula da linhagem aos

tratamentos.



Figura 21 — Histogramas do ensaio de ROS da linhagem NCI-H460
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Resultados do ensaio de espécies reativas de oxigénio (ROS) da linhagem cancerigena NCI-H460. De
(A) a (G), representacao de histogramas comparativos da quantidade de células marcadas pela sonda
DCFH-DA (eixo y) entre células nao tratadas (Controle Negativo), representadas em preto, e células
tratadas com EHAAS (25 a 400 pug/mL) e ciclofosfamida 100 ug/mL, representadas em vermelho. Em
(H), histograma estatistico mostrando os diferentes tratamentos da célula (eixo x) e numero de células
marcadas pela sonda (eixo y). As andlises estatisticas ndo mostram diferenga significativas entre
nenhum grupo (p= 0,2659; F= 1,416). ns = ndo significante. Dados estatisticos obtidos a partir da
andlise de variancia (ANOVA) one way e post hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%
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O ensaio de ROS mostrou mais uma vez respostas bastante distintas
entre as linhagens, com maiores variagées observadas na linhagem controle MRC-5.
Como nos demais ensaios, a linhagem NCI-H460 se comportou de maneira
excepcional as demais linhagens, sem apresentar resposta ao extrato ou a CP (Figura
22).

Figura 22 - Histogramas do ensaio de ROS das trés linhagens de pulmao
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Histogramas representando o numero de células marcadas com a sonda DFCH-DA para o ensaio de
ROS das linhagens de CPCNP (A) A549, (B) H460 e linhagem saudavel de pulmdo MRC-5 (C). No eixo
“x” sdo representados os tratamentos com EHAAS (25 a 400 pg/mL), ciclofosfamida 100 uyg/mL e
controle negativo (sem droga). As linhagens MRC-5 e A549 apresentaram respostas bastante similares,
com as concentragdes mais altas do extrato (200 e 400 a 400 ug/mL) apresentando diminui¢cdo de
ROS. No eixo “y” observam-se o numero de células marcadas para a sonda. Dados estatisticos obtidos
a partir do teste paramétrico ANOVA one way e post hoc de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
*** p<0,0001. n.s. = ndo significante.
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6.4 Avaliagao de genotoxicidade por meio do ensaio de histona y-H2AX

A robustez do ensaio histona y-H2AX permite avaliar os niveis de
clastogénese causados pelos tratamentos com EHAAS e CP e, portanto, a
genotoxicidade dos mesmos. Os valores utilizados nas analises foram os das

medianas de intensidade de fluorescéncia (MIF) das amostras.

A linhagem normal MRC-5 apresentou baixos niveis de
clastogenicidade no controle negativo, caracteristica esperada em células saudaveis.
Tanto os tratamentos com EHAAS e CP apresentaram uma branda genotoxicidade as
linhagens, com EHAAS a 100 ug/mL e CP (100 pug/mL) causando os maiores indices
clastogénicos (Figura 23). Curiosamente, apesar de causar grandes danos ao DNA,
caracteristica conhecida da droga, a cliclofosfamida ndo apresentou citotoxicidade a
linhagem, nem alterou seu metabolismo energético. Os tratamentos com EHAAS, por
sua vez, apresentaram resultados bastante interessantes: observaram-se maiores
danos ao DNA na concentragao intermediaria do extrato (100 ug/mL), enquanto nas
concentracbes de 50 pg/mL e 200 pg/mL, foram visualizados niveis de danos

praticamente iguais entre si.
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Figura 23 — Histogramas do ensaio de histona y-H2AX da linhagem MRC-5
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Resultados do ensaio de histona y-H2AX da linhagem normal MRC-5. De (A) a (E), histogramas
mostrando a intensidade de fluorescéncia de marcagéo (eixo x) e quantidade e células marcadas com
o anticorpo (eixo y). Em verde: marcagdo com o anticorpo secundario conjugado com FITC e em
vermelho: controle negativo (sem tratamento com drogas), ciclofosfamida a 100 ug/mL e concentragdes
crescentes de EHAAS (50, 100, 200 pug/mL). Desvios dos histogramas das amostras no eixo “x” do
grafico representam a marcacgéo real da proteina histona y-H2AX. Em (F) histograma representando as
medianas de intensidade de fluorescéncia (MIF) relacionadas a marcagao da proteina histona y-H2AX
(eixo y) e diferentes tratamentos (eixo x). No ensaio, observa-se um baixo dano basal no DNA e a
indugdo de DSBs em todos os tratamentos, destacando-se os tratamentos com CP a 100 pg/mL e
EHAAS a 100 pg/mL. N&o foram realizadas analises estatisticas para o ensaio.

Na linhagem A549, um elevado dano foi visualizado no tratamento
com EHAAS a 50 ug/mL. As demais concentragdes do EHAAS, por sua vez, causaram
danos bastante discretos (Figura 24). A ciclofosfamida, apesar de citotoxica a um
grande numero de células, ndo provocou DSBs no DNA. Em contrapartida, células
tratadas com EHAAS 50 pg/mL, cuja citotoxicidade (Anexina V/IP) ou efeitos sobre

metabolismo energético (AWYm e ROS) ndo se mostraram altos ou relevantes
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estatisticamente, apresentaram os niveis de clastogenicidade mais elevados do

ensaio.

Figura 24 — Histogramas do ensaio de histona y-H2AX da linhagem A549
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Resultados do ensaio de histona y-H2AX da linhagem tumoral A549. De (A) a (E), histogramas
mostrando a intensidade de fluorescéncia de marcagéo (eixo x) e quantidade e células marcadas com
0 anticorpo (eixo y) Em verde: marcagdo com o anticorpo secundario conjugado com FITC e em
vermelho: controle negativo (sem tratamento com drogas), ciclofosfamida a 100 ug/mL e concentragdes
crescentes de EHAAS (50, 100, 200 pg/mL). Desvios dos histogramas das amostras no eixo “x” do
grafico representam a marcacgéao real da proteina histona y-H2AX. Em (F) histograma representando a
mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) relacionada a marcagéo da proteina histona y-H2AX
(eixo y) e diferentes tratamentos (eixo x). No grafico observa-se um elevado dano do tratamento com
EHAAS a 50 yg/mL. Nao foram realizadas analises estatisticas para o ensaio.
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A linhagem NCI-H460 se mostrou bastante sensivel a droga
ciclofosfamida, a qual teve um efeito altamente clastogénico na linhagem. Os
tratamentos com EHAAS, em contrapartida, ndo se mostraram genotdxicos a
linhagem (Figura 25).

Figura 25 — Histogramas do ensaio de histona y-H2AX da linhagem NCI-H460
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Resultados do ensaio de histona y-H2AX da linhagem tumoral NCI-H460. De (A) a (E), histogramas
mostrando a intensidade de fluorescéncia de marcagéo (eixo x) e quantidade e células marcadas com
0 anticorpo (eixo y). Em verde: marcagdo com o anticorpo secundario conjugado com FITC e em
vermelho: controle negativo (sem tratamento com drogas), CP a 100 ug/mL e concentragdes crescentes
de EHAAS (25 a 400 ug/mL). Desvios dos histogramas das amostras no eixo “x” do grafico representam
a marcagao real da proteina histona y-H2AX. Em (F) histograma representando a mediana de
intensidade de fluorescéncia (MIF) relacionada a marcagédo da proteina histona y-H2AX (eixo y) e
diferentes tratamentos (eixo x). Os resultados demonstram que a CP a 100 ug/mL foi a Unica a causar
genotoxicidade na linhagem celular. Nao foram realizadas andlises estatisticas para o ensaio.
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7 DISCUSSAO

O cancer de pulmao de células ndo pequenas é conhecido por sua
alta morbidade e mortalidade, com uma taxa de sobrevida de apenas 5 anos
(ALTORKI et al., 2019). Entre os cénceres de pulm&o, o CPCNP é o de maior
recorréncia, possuindo diversos subtipos histologicos que, por sua vez, apresentam
inumeros perfis genéticos (ALTORKI et al., 2019). Estes perfis genéticos auxiliam no
desenvolvimento de terapias direcionadas e tratamentos mais especificos ao cancer
(HIRSCH et al., 2017; TERLIZZI et al., 2019). Entretanto, apesar da boa resposta
inicial a farmacos que se utilizam de alvos moleculares direcionados, como os
inibidores de tirosina quinase (TKIls) para mutantes dos genes EGFR e ALK, o
prognostico da doenga permanece preocupante, principalmente pelo comum
desenvolvimento de resisténcia das células a estes medicamentos (HIRSCH et al.,
2017).

Ademais, alguns pacientes ndo se enquadram em terapias que se
utilizam destes alvos moleculares, como os detentores de mutacdées no gene KRAS
(MASSARELLI et al., 2007; RE et al., 2017). Esta mutagdo se mostra de grande
relevancia, ja que esta presente em 25% dos pacientes com adenocarcinomas de
pulmao e € mutuamente excludente a mutagdes no gene EGFR, implicando assim em
uma baixa resposta aos EGFR/TKIs (HIRSCH et al., 2017). Apesar de inUmeras
tentativas, o desenvolvimento de terapias direcionadas a mutantes do gene KRAS nao

tém se mostrado muito promissoras (HIRSCH et al., 2017).

Em casos onde terapias direcionadas ndo sao uma opg¢ao, 0s
tratamentos de linha de frente continuam sendo através de medicamentos a base de
platina (cisplatina e carboplatina) combinado ou ndo a sessdes de radioterapia.
Entretanto, como nos demais perfis genéticos, o desenvolvimento de resisténcia é
recorrente (HIRSCH et al., 2017).

Em vista disto, demonstra-se a necessidade do desenvolvimento de
drogas que se utilizem de outros mecanismos de morte, ou a combinag&o de farmacos
convencionais com outras estratégias terapéuticas (HUANG et al., 2017). Uma das

maneiras de atenuar estas lacunas terapéuticas € a bioprospeccao de novas
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moléculas, as quais podem apresentar efeitos promissores no combate as células

neoplasicas.

Entre diversas fontes de bioprospecc¢ao, a A. sisalana se mostra como
um importante alvo biotecnologico, em vista dos variados efeitos terapéuticos
observados (Tabela 1). Além do mais, o extrato de hidrélise acida da A. sisalana
(EHAAS) se mostrou capaz de induzir efeitos citotéxicos em células Vero (ARALDI et
al., 2018) e antineoplasicos em células de melanoma metastatico (FAVATO, 2020),
caracteristicas atribuidas pelos autores a presenca de altas concentragcbes de

saponinas em sua composi¢ao (ARALDI et al., 2018).

Neste sentido, o presente trabalho investigou os efeitos citotdxicos e
antineoplasicos causados pelo EHAAS em linhagens de CPCNP (A549 e NCI-H460),
ambas mutantes para o gene KRAS, e uma linhagem fribroblastica normal de pulméo
(MRC-5). A linhagem MRC-5 foi utilizada a fim de investigar possiveis efeitos nas
CAFs (células fibroblasticas associadas ao cancer), que compdem o microambiente
neoplasico. A droga ciclofosfamida (CP) foi utilizada para comparacdes entre efeitos

téxicos gerados pelo extrato e uma droga antineoplasica conhecida.

Inicialmente, investigou-se os efeitos citotéxicos do EHAAS e CP.
Para isso, utilizou-se o ensaio de Anexina V/IP, permitindo investigar a viabilidade
celular e suas vias de morte (apoptose e necrose). Neste ensaio, foi demonstrada uma
elevada quimiorresisténcia da linhagem neoplasica NCI-H460, com efeitos citotdxicos
mais relevantes apenas nas maiores concentragdes do extrato (200 e 400 pg/mL)
(Figura 13).

As linhagens A549 e MRC-5 se comportaram de maneiras bastante
similares frente ao extrato, apresentando uma relagdo de dose dependéncia a partir
da concentragao de 100 pg/mL e baixa citotoxicidade em concentragdes menores do
extrato (25 a 75 pg/mL) (Figura 14). Entretanto, a linhagem A549 se mostrou mais
suscetivel aos tratamentos com CP 100 ug/mL e EHAAS a 400 pug/mL, comparado a
linhagem MRC-5 (Figura 14).

A linhagem NCI-H460 geralmente se mostra menos resistente que a



81

linhagem A549 (GOMEZ-CASAL et al., 2013; HOWARD et al., 1999; JI et al., 2018;
KRAUS-BERTHIER et al., 2000), entretanto, os resultados obtidos frente ao EHAAS
condizem com dados prévios da literatura, onde foram relatados que células NCI-
H460 apresentam pouca suscetibilidade a agdo de algumas saponinas (principais
componentes do EHAAS) (CHEN et al., 2011; QIAN et al., 2020) e se mostram
quimiorresistentes a droga ciclofosfamida (KRAUS-BERTHIER et al., 2000) (Figura
14).

Quanto as vias de morte celular, observou-se que, em concentracoes
menos citotoxicas (25 a 100 ug/mL), o EHAAS causou mais morte por apoptose nas
linhagens A549 e NCI-H460 (CPCNP) (Figura 14). Entretanto, concentracbes mais
citotoxicas (200 e 400 pg/mL) provocaram mais mortes por necrose. Curiosamente, o
tratamento com CP na linhagem A549 também induziu altos niveis de necrose,

indicando um provavel mecanismo de resisténcia a apoptose na linhagem (Figura 14).

A evasao das vias programadas de apoptose € uma das formas mais
comuns de resisténcia terapéutica no cancer, sendo alcangcada através de
mecanismos pouco esclarecidos das células neoplasicas (CARNEIRO; EL-DEIRY,
2020). Para a linhagem A549 (CPCNP), diferentes vias e marcadores moleculares tém
sido associados a fuga da apoptose e resisténcia terapéutica, destacando-se a
presenca de membros das familias Bcl-2 e NF-kB (HUISMAN et al., 2002; JI et al.,
2018; LANGSCH et al., 2016; YANG et al., 2009; ZOU et al., 2015). Ademais, recentes
estudos tém demonstrado a importancia da regulagdo das vias de morte celular no
cancer de linhagens A549, tais como: superexpressao de microRNAs (microRNA-
196a), superexpressao do gene BCL-2 (anti-apoptotico) e transportadores ABCC1
(MRP1)(LI et al., 2016; MOHR et al., 2002).

Embora as caracteristicas intrinsecas das linhagens neoplasicas
possam influenciar na fuga dos mecanismos apoptoticos, os altos indices de necrose
observados na linhagem MRC-5 (controle) (Figura 11), sdo indicadores que o acesso
as vias necroticas possivelmente ndo sao apenas reflexo da resisténcia das linhagens

de CPCNP, mas sim, de caracteristicas do préprio EHAAS.

A promogao da necrose pelo EHAAS nas trés linhagens celulares
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apresenta alta relevancia, visto que a via intrinseca (ou mitocondrial) da apoptose € o
principal mecanismo de morte induzido pelos extratos da A. sisalana (CHEN et al.,
2011; SOBOLEWSKA et al., 2020). Nossos dados de potencial de membrana
mitocondrial (AYm) corroboram com o ndo-acesso do EHAAS as vias mitocondriais
de morte celular, ja que ndo foram observadas alteracbes do AWYm nas trés linhagens

de pulmao (Figura 18).

A indugcdo de morte pela via intrinseca da apoptose tem sido
relacionada, principalmente, a elevada concentracdo de saponinas esteroidais da A.
sisalana e sua alta afinidade com membranas bioldgicas, incluindo a mitocondrial
(AUGUSTIN et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2019). No entanto, a heterogeneidade
de compostos ainda nao estudados da A. sisalana e do EHAAS podem estar
relacionados a vias alternativas de morte celular. Neste sentido, é sabido que a
necrose pode ser induzida por vias de morte celular mais reguladas, como a
necroptose (NAJAFOV; CHEN; YUAN, 2017).

Nossos dados demonstram que a citotoxicidade do EHAAS nas
linhagens estudadas nao apresenta relagdo com o AWm e vias mitocondriais de morte
celular. Interessantemente, a ativagdo de algumas vias da apoptose extrinseca (néo
mitocondrial) compartiiham dos mesmos receptores e fatores indutores da via da
necroptose. Uma das vias classicas de morte ocorre pela interagao do fator de necrose
tumoral (TNF-a) com o receptor TNF 1 (TNFR1), subsequente ativagao dos receptores
RIP1 e RIP3, e inducéo de vias de sobrevivéncia (pela ativagado da via NF-k[3) ou de
morte celular, pelas vias de apoptose extrinseca ou necroptose (FULDA, 2013;
GALLUZZI et al., 2012; NAJAFOV; CHEN; YUAN, 2017). A convergéncia entre
apoptose extrinseca e necroptose esta geralmente associada a presencga (apoptose)
ou auséncia (necroptose) das caspases 8 e 3 (NAJAFOV; CHEN; YUAN, 2017; SU et
al., 2016).

No cancer, a exploragao da via de necroptose e a investigagao de
seus agentes indutores tém ganhado atencdo nos ultimos anos, ja que, tanto a
inibicdo, quanto a inducao desta via, tém sido apontados como formas de erradicar

células resistentes a apoptose (KEPP et al., 2011). Neste sentido, sugere-se a
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investigacdo do papel do EHAAS na indugédo da via de necroptose, por meio de
técnicas de imunoensaio que identifiquem diferentes marcadores da necroptose (p.ex.
RIP1 e RIP3).

Além da importante participacdo nas vias de morte celular, as
mitocdndrias participam ativamente na manutengdo do ambiente redox das células
(GLASAUER; CHANDIL, 2014). A desestabilizagao mitocondrial e o desacoplamento
energético da cadeia respiratéria levam ao desbalangco do ambiente redox,
culminando na hiperproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Todavia, a
producdo de ROS também é desestabilizada em vias de morte independentes da
mitocdndria, como a necrose (KEPP et al., 2011). O desbalango da dinamica das ROS
e altos niveis intracelulares podem induzir danos irreversiveis ao DNA e a ativagao de
diversas cascatas de sinalizagao pro sobrevivéncia e/ou antitumorais (PERILLO et al.,
2020). Deste modo, a fim de investigar a dinamica das ROS e o estresse oxidativo
das células, assim como o potencial antioxidante do EHAAS, foram analisadas a
producao de ROS por meio da sonda DCFH-DA.

O tratamento das linhagens A549 (CPCNP) e MRC-5, em
concentragbes mais citotoxicas do extrato (200 e 400 pg/mL), apresentaram uma
reducao nos niveis de ROS (Figura 22). O estresse oxidativo gerado durante os
processos de morte celular tendem a aumenta significativamente as espécies reativas
de oxigénio (KEPP et al., 2011). Contudo, estudos tém demonstrado o potencial
antioxidante das saponinas, A. sisalana e EHAAS em diferentes linhagens celulares
(ARALDI et al., 2018; FAVATO, 2020; PAULINO, 2019). Nossos dados corroboram
esses achados, onde observamos o efeito antioxidante do extrato nas linhagens MRC-
5 e A549 (Figura 22). Desta forma, sugerimos que o equilibrio do estresse oxidativo
durante a morte celular nas linhagens MRC-5 e A549 esta relacionado ao potencial
antioxidante do EHAAS, comportamento similar aos demonstrados em trabalhos
prévios do nosso grupo (Dados nao publicados-FAVATO, 2020; PAULINO, 2019)

A linhagem MRC-5 tratada com 25 pug/mL do EHAAS apresentou
niveis elevados de estresse oxidativo (Figura 19). Deste modo, sugerimos que

concentragbes iguais ou abaixo de 25 pg/mL ndo apresentam efeito antioxidante



84

suficientes para suprimir a producao de ROS desencadeada pelo processo de morte

celular.

Os resultados indicam que o EHAAS possui interessantes
propriedades terapéuticas exploraveis. Todavia, os efeitos citotoxicos do extrato nas
menores concentragdes (25-100 pg/mL) se mostram muito similares entre as
linhagens MRC-5 (controle) e A549 (CPCNP) (Figura 22), indicando que, embora o
EHAAS apresente propriedades interessantes no tratamento do cancer, é necessario
investigar formas mais diretas de administracdo sobre as células alvo, otimizando

assim a acao e seguranga do extrato.

Sabidamente, boa parte dos antineoplasicos de rotina apresentam
efeitos adversos (HUANG et al., 2017). Em especial, a ciclofosfamida (CP) destaca-
se como uma droga de elevado potencial mutagénico, correlacionado ao
desenvolvimento de leucopenia e leucemia mieloide aguda (EMADI; JONES;
BRODSKY, 2009; POVIRK; SHUKER, 1994; REHMAN et al., 2012). Neste sentido, a
investigacao do potencial mutagénico e efeitos a longo prazo é crucial na prospeccgao
e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Baseado nisto, investigamos o
potencial genotéxico do EHAAS por imunomarcagéao da proteina histona y-H2AX, que
identifica DSBs (SHARMA; SINGH; ALMASAN, 2012).

No ensaio de histona y-H2AX, a CP foi utilizada como um controle de
genotoxicidade, considerando seu amplo uso na literatura (IARC, 1987). Embora os
efeitos da CP estejam associados aos produtos da metabolizagdo hepatica: acroleina
e mostarda fosforamida, o produto de sua transformacdo espontanea “4-
hidroxiciclofosfamida" também apresenta alto potencial clastogénico, teratogénico e

citotoxico (HALES, 1982), o que justifica seu uso para o fim empregado no ensaio.

Devido a indesejada citotoxicidade provocada na linhagem saudavel
MRC-5, a concentracao de 400 ug/mL do extrato foi excluida do desenho experimental
do ensaio histona y-H2AX (Figura 23). Concentragdes de 25 pg/mL e 75 ug/mL,
também foram excluidas, respectivamente, por apresentarem respostas baixas ou
nulas em todos os ensaios/linhagens e por apresentarem respostas muito similares

as demais concentracgdes intermediarias (50 e 100 pg/mL). Deste modo, para o ensaio
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da histona y-H2AX, as concentragdes do EHAAS de 50, 100 e 200 pg/mL foram
avaliadas, além da droga CP a 100 pg/mL (Figura 23).

Curiosamente, a droga CP nao causou danos ao DNA na unica
linhagem a qual foi citotoxica - A549. Entretanto, o mecanismo de ac&o da CP se
utiliza da formacédo de ligagdes cruzadas com o DNA (crosslinks), interferindo na
replicagcdo do material genético (Figura 24) (EMADI; JONES; BRODSKY, 2009).
Portanto, apesar do potencial mutagénico apresentado, a CP ndo necessariamente
induz DSBs.

Interessantemente, a linhagem NCI-H460 demonstrou os maiores
danos sofridos pela droga (Figura 25) indicando maior sensibilidade a droga CP. A
auséncia de efeitos citotéxicos do EHAAS na linhagem NCI-H460 (Figura 25) sao
indicativos de que estas células ndo internalizaram o extrato. Em estudos anteriores,
NOsSsSO grupo sugeriu que a alta resisténcia ao EHAAS em células de carcinoma
papilifero de tireoide esta relacionada a superexpressao dos ABC transportadores
MRP1 e MRP3 (PAULINO, 2019, no prelo). Neste sentido, se faz importante a
investigacdo dos papéis destes transportadores no comportamento da linhagem de
CPCNP NCI-H460, utilizando técnicas de imunomarcagédo nas proteinas MRP1 e
MRP3.

Para a linhagem controle (MRC-5) observou-se uma baixa
genotoxicidade de todos os tratamentos na linhagem controle MRC-5, com CP e
EHAAS a 100 ug/mL apresentando os maiores danos para a linhagem (Figura 23).
Esta genotoxicidade, embora baixa, concomitante aos efeitos citotdxicos provocados
pelo EHAAS na linhagem MRC-5, reforgam a necessidade de uma entrega mais
direcionada dos componentes do extrato, diminuindo possiveis riscos sistémicos. Para

isto, a melhor compreenséo da composi¢cao do extrato se faz necessaria.

Neste sentido, Araldi e colaboradores (2018) demonstraram que o
EHAAS é predominantemente composto por estruturas quimicas muito similares as
saponinas comerciais (ARALDI et al., 2018), contudo, o ensaio realizado pelo autor
nao foi capaz de identificar os tipos de saponinas presentes no EHAAS, ou mesmo

outros compostos com possiveis papéis terapéuticos.
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Neste sentido, técnicas cromatograficas (p.ex. cromatografia liquida

de alta performance - HPLC) associadas a técnicas espectrométricas (p.ex.

espectrometria de massa - MS) e/ou espectroscopicas (p.ex. ressonancia magnética

nuclear-NMR) podem ser empregadas no isolamento e identificagdo mais especifica

do conteudo do EHAAS, possibilitando a caracterizagdo de moléculas conhecidas e,

possivelmente, novas moléculas de interesse terapéutico (KITE; PORTER;
SIMMONDS, 2007; OLESZEK, 2002).

8 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base na elevada necrose e presengca de morte por apoptose,
desencadeada pela acdo da EHAAS em linhagens MRC-5 e A549,
concomitante com a auséncia de deplegdo do potencial mitocondrial (com
excegao de EHAAS a 400 upg/mL- A549), enfatizamos a importancia de
investigar o papel do extrato EHAAS na indugcédo da necroptose nas linhagens
MRC-5 e A549, considerando os potenciais terapéuticos desta via no cancer.
Para isto, marcadores da via como RIP1 e RIP3 podem ser identificados por
meio de técnicas de imunomarcacao.

A linhagem NCI-H460 apresentou elevada quimiorresistencia nos tratamentos
com EHAAS. A baixa resposta citotéxica da NCI-H460 ao extrato, pode estar
relacionada a uma baixa internalizacdo do EHAAS. A baixa internalizacao
podendo estar relacionada a superexpressao dos ABC transportadores MRP1
e MRP3 - observado em diferentes células tumorais e ja observado por nosso
grupo em células de carcinoma papilifero de tireoide (PAULINO, 2019, no prelo)
e melanoma (FAVATO, 2020, no prelo). Para tanto, se faz necessaria a
investigacao do papel destes transportadores na quimiorresisténcia ao EHAAS
da linhagem NCI-H460.

O EHAAS apresentou significativos efeitos antioxidantes em linhagens MRC-5
e A549, nas concentragbes mais citotoxicas do extrato (200 e 400 pg/mL). Com
base nisso, sugerimos que o equilibrio do estresse oxidativo durante a morte

celular nas linhagens MRC-5 e A549 esta relacionado ao potencial antioxidante
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do EHAAS. Entretanto, o quanto este efeito antioxidante auxilia na
citotoxicidade ou induz um efeito citoprotetor € inconcluso.

Os efeitos citotdxicos e baixa genotoxicidade na linhagem MRC-5 demonstram
a necessidade de uma administracdo mais direcionada dos componentes do
extrato, diminuindo possiveis riscos sistémicos.

Por fim, considerando os interessantes efeitos citotoxicos e antioxidantes
demostrados neste estudo, € de grande relevancia investigar o perfil molecular
do EHAAS, possibilitando a elucidagdo de sua composi¢ao e abrindo portas
para a descoberta de possiveis novas biomoléculas de interesse

biotecnoldgico.
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