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RESUMO

O cancer tem sido apontado como um dos problemas mais criticos encontrados no
sistema publico de salde em todo o mundo, além de ser um dos maiores desafios
para a medicina deste século. O carcinoma hepatocelular é a segunda maior causa
de morte por cancer em todo o mundo e o quinto mais incidente. Infelizmente, a
maioria dos pacientes sdo diagnosticados em estagio avancado, quando as opcdes
de tratamento s&o apenas paliativas. Dessa forma, torna-se relevante a busca por
novas opcodes terapéuticas mais efetivas para o carcinoma hepatocelular. Neste
contexto, as plantas representam uma importante fonte de descoberta de novos
compostos com propriedades farmacologicas, incluindo agentes antineoplasicos. O
presente trabalho objetivou investigar o potencial antitumoral in vitro dos alcaloides (-
)-cassina e (-)-espectalina, os quais s&do derivados de Senna spectabilis. A
viabilidade celular foi determinada por diferentes métodos colorimétricos (MTS e
rezasurina) e pelo ensaio de exclusdo em azul de tripano. Ensaio clonogénico foi
realizado para avaliar a formacao de col6nias, enquanto a cinética de progresséo do
ciclo celular foi determinada por citometria de fluxo. O padrdo de organizacdo de
elementos do citoesqueleto bem como a frequéncia de mitoses foram analisadas por
imunofluorescéncia. O perfil de expressao foi determinado por gRT-PCR (ciclina D1)
e Western blotting (Histona H3 fosforilada, ERK fosforilada e ERK total). Os
resultados mostraram que a mistura de alcaloides reduz significativamente a
viabilidade celular, contudo o efeito foi dependente da concentracdo utilizada. A
reducdo na proliferacdo celular foi decorrente do bloqueio do ciclo celular
preferencialmente na transicdo G1/S. Os eventos moleculares responsaveis pela
regulacdo negativa do ciclo celular, pelo menos em parte, estdo relacionados a
capacidade dos alcaloides de inibir expressao de ciclina D1 e ativacdo de ERK, uma
proteina da via de MAPKs. Além disso, os alcaloides também foram efetivos em
alterar o padrdo de organizacdo normal dos filamentos de actina e microtubulos.
Portanto, conclui-se que os alcaloides (-)-cassina e (-)-espectalina apresentam
atividade antitumoral promissora contra células de carcinoma hepatocelular e sua
estrutura quimica deve ser considerada para futuros estudos anticancer in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Carcinoma hepatocelular. Bloqueio de ciclo celular. (-)cassina.
(-)-espectalina. Alcaloides piperidinicos. Senna spectabilis.



ABSTRACT

Cancer is one of the most critical problems of public health in the world and one of
the main challenges for medicine in this century. The hepatocellular carcinoma is the
second cause of cancer death and the fifth most incident. Unfortunately, most
patients are diagnosed at advanced stage, when the treatment options are palliative.
Consequently, the search for novel therapeutic options for hepatocellular carcinoma
becomes imperative. In the context, the plants represent an important source for
discovery of novel compounds with pharmacological potential including antineoplastic
agents. Herein, we aimed to investigate in vitro antitumor potential of an alkaloid
mixture derived from Senna spectabilis, (—)-cassine and (-)-spectaline. Cell viability
was measured by different colorimetric methods (MTS and rezasurin assay) and
trypan blue exclusion. Clonogenic formation assay were promoted in order to
evaluate colony formation inspection, while cell cycle progression was determined by
flow cytometry. Cytoskeleton elements and mitosis frequency were analyzed by
immunofluorescence. Gene expression was determined by immunoblot (ERK1, p-
ERK and p-histone H3) and gRT-PCR (Cyclin D1). Alkaloid mixture significantly
reduced cell viability of cancer cells in a concentration-dependent manner. Cell
proliferation reduction occurred by cell cycle arrest mainly in G1/S transition. We
demonstrated that antiproliferative potential of the alkaloids is due to, at least in part,
down-regulation of cyclin D1 and ERK inactivation, which is a MAPK pathway
protein. Alkaloids also drastically altered F-actin and microtubules distribution
pattern. (-)-cassine and (-)-spectaline alkaloids have a promise antitumor activity
against hepatoma cells and may be considered for further anticancer in vivo studies.

KEYWORDS: Hepatocellular carcinoma. Cell cycle arrest. (-)-cassine. (-)-spectaline.
Piperidine alkaloids. Senna spectabilis.
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1 INTRODUCAO

A incidéncia de cancer em todo o mundo é extremamente alarmante segundo
os dados apresentados pela Organizacdo Mundial de Saude (2012). No género
masculino, o carcinoma hepatocelular (CHC) representa o quinto tipo de tumor mais
incidente e o segundo de maior mortalidade. E também caracterizado por seu
prognaostico ruim, uma vez que, geralmente, o diagnostico é realizado em um estégio
avancado da doenca (BRUIX; SHERMAN, 2011).

O processo de hepatocarcinogénese € complexo e envolve varias etapas,
acompanhadas por alteracfes genéticas e epigenéticas. Em geral duas categorias
génicas sdo alteradas durante o processo de transformacédo maligna, os proto-
oncogenes e 0s genes supressores de tumor (WANG; DING, 2014). Além disso, &
frequente observar alteragcdes em vias de sinalizacdo que regulam sobrevivéncia,
proliferacéo, diferenciacéo e apoptose, as quais incluem Ras/Raf/MEK/ERK (MAPK
ou mitogen-activated protein kinases), PIK3/Akt/mTOR e Wnt/B-catenina (ISHIZAKI,
2004; TANAKA; ARII, 2012; VILLANUEVA et al., 2007). Dessa forma, o
entendimento dos eventos moleculares relacionados ao processo de carcinogénese
pode contribuir para identificacdo de novos alvos terapéuticos (BERTINO et al.,
2014).

Poucos medicamentos foram aprovados para o tratamento do CHC em
estagio avancado. Atualmente, o Sorafenib (BAY43-9006) é o Unico agente
aprovado para tratamento sistémico da doenca. Este composto inibe as vias do
VEGF e das MAPK por atuar em diferentes componentes das referidas vias.
Contudo, o aumento na sobrevida dos pacientes € ainda limitado (SHEN et al., 2013;
ZHU et al., 2011).

Diante do contexto, a identificacdo de novos compostos com atividade
antitumoral é relevante para melhorar as propostas terapéuticas para o CHC. As
plantas representam fontes importantes para a identificacdo de compostos com
propriedades farmacoldgicas, uma vez que apresentam uma série de metabdlitos
secundarios, muitos dos quais com potencial antitumoral (CRAGG e NEWMAN,
2013).

A Senna spectabilis, uma arvore endémica da América do Sul e da Africa,

comumente encontrada no Brasil, contém uma vasta quantidade de entidades
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quimicas como flavonoides, antraquinonas, xantinas, triterpenos e alcaloides. Dessa
forma, constitui uma fonte promissora para a identificagdo de compostos com
atividade farmacolégica (BUM et al., 2010; LORENZI, 1998; NSONDE-NTANDOU et
al., 2005; PIVATTO et al., 2005). Estudos mostram que os alcaloides (-)-cassina e (-
)-espectalina, presentes nesta espécie, tém atividade citotoxica sobre Leishmania
major, Plasmodium falciparum e linhagens mutantes de Sacharomyces cereviseae
RS322Y e RS321N (BOLZANI et al., 1995; DE ALBUQUERQUE MELO et al., 2014;
SHRIPONG et al., 2003). Assim sendo, 0 presente estudo objetivou a analise do
potencial antitumoral da mistura de(-)-cassina e (-)-espectalina na proporgéao 6:4,
respectivamente, sobre células da linhagem HepG2, as quais sdo derivadas de

carcinoma hepatocelular humano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em primeiro momento, serdo abordados os dados epidemioldgicos e aspectos
clinicos do carcinoma hepatocelular, tanto quanto o0 processo de

hepatocarcinogenese e os mecanismos regulatérios do ciclo celular.

2.1 EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS CLINICOS DO CARCINOMA
HEPATOCELULAR

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IACR, 2014), foram
registrados 14,1 milhdes novos casos de cancer no mundo em 2012. No mesmo
periodo, aproximadamente 32,6 milhdes de pessoas apresentavam a doenga com
prevaléncia de cinco anos, e 8,2 milh6es morreram. Os paises menos desenvolvidos
sao responsaveis por 65% (5,3 milhdes) do total de mortes registradas no mundo.
Estes valores foram mais significativos para homens do que para mulheres, sendo a
diferenca ao redor de 25%. Dentre os tumores mais incidentes no sexo masculino
esta o carcinoma hepatocelular (CHC), estimado ser o segundo de maior
mortalidade em todo mundo, e 0 quinto mais incidente para o género masculino.

Segundo Gomes et al. (2013), o CHC corresponde a 70-85% das neoplasias
hepaticas, os demais tumores encontrados no figado séo do tipo colangiocarcinoma
(10-15%), além de outros pouco comuns (5%), como angiossarcoma, O
hemangioendotelioma epiteliéide, o hemangiopericitoma e o linfoma. Em geral, os
fatores de risco para o CHC incluem principalmente as infec¢cdes pelos virus das
hepatites B e C, além do consumo excessivo de alcool, ingestdo de aflatoxinas e
causas predisponiveis de esteatose hepética. Alguns destes fatores podem,
porventura, convergirem levando a maior predisposicdo do CHC (GOMES et al.,
2013; MARTIN; HERCEG, 2012).

Casos de hepatite virais aumentam significativamente o desenvolvimento de
CHC (EL-SERAG, 2012; MITTAL; EL-SERAG, 2013; TAKANO et al., 1995). As
infecgBes por VHB (virus da hepatite B) séo frequentes em regides africanas (OTT et
al., 2012) e asiaticas (EL-SERAG, 2012). Em 2010, foi demonstrado a prevaléncia

de infeccBes pelo VHC (virus da hepatite C) no Oriente Médio, Africa e demais
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regibes asiaticas (LAVANCHY, 2011). Estas regifes apresentam os maiores indices
de incidéncia de CHC (WHO, 2012). El-Serag (2012) aponta que as hepatites virais
podem levar a um quadro cirrético e de inflamacé&o crénica. Martin e Herceg (2012)
afrmam que este Ultimo é um fator importante no desenvolvimento do CHC. A
ativacdo de NF-kB e JAK/STAT promove alteracdo no padrdo de expressao de
genes reguladores do crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular por
diferentes mecanismos, 0s quais incluem eventos epigenéticos (ARAVALLI;
CRESSMAN; STEER, 2013).

De acordo com Mittal e El-Serag (2013), o desenvolvimento de cirrose
hepatica € a principal causa do desenvolvimento de CHC em pacientes que fazem o
consumo crénico de alcool. Em geral, estes pacientes sdo conduzidos pela doenca
hepatica alcodlica (O'SHEA et al., 2009). Alteracdes estruturais e funcionais da
transformacao cirrética induzida pelo etanol levam a um ambiente favoravel ao
desenvolvimento da doenca (MITTAL; EL-SERAG, 2013; STICKEL, 2015).

Aflatoxinas, especialmente aflatoxina B1, também representam um grande
fator de risco para grupos populacionais especificos, como criancas e individuos
portadores de hepatite viral, considerando que estes compostos induzem aberracoes
cromossoOmicas e alteracfes na sintese de DNA (MAGNUSSEN; PARSEN, 2013).

Outros grupos populacionais também apresentam maior propenséo a doenca,
dentre esses se encontram o0s pacientes obesos e portadores de diabetes mellitus
tipo 2 (CALDWELL et al. 2004). Em geral estes podem desenvolver a sindrome
metabodlica, pela resisténcia a insulina, hiperlipidemia, hipertensdo e a doenca
hepatica gordurosa nao alcodlica (SIEGEL et al., 2009). Esta ultima também
contribui no desenvolvimento de CHC em figados néo-cirréticos (BAFFY; BRUNT;
CALDWELL, 2012). Em geral os pacientes evoluem para um quadro inicial de
esteatose, e subsequentemente a esteato-hepatite. Em ambos os quadros pode
ocorrer uma evolucéo para a neoplasia maligna (SIEGEL et al., 2009).

Uma vez que os fatores predisponentes do CHC sdo bem conhecidos, o
diagnéstico pode ser priorizado a determinados grupos de pacientes, como 0s
portadores de cirrose hepatica. Segundo a abordagem desenvolvida pela
Associacdo Européia de Estudos do Figado, pacientes com cirrose sdo submetidos
a um programa de vigilancia (LLOVET; FUSTER; BRUIX, 2004). A sintomatologia
classica é caracterizada por dores abdominais e perda de peso, outrora existam

casos assintomaticos. Neste caso, a pesquisa por imagem pode representar um
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fator relevante, como ultrassonografia e ressonancia magnética. Além disso, pode-
se lancar mao de marcadores tumorais, como a a-fetoproteina sérica, que apesar de
apresentarem baixa especificidade, valores acima de 500ng/mL no soro de
pacientes sdo sugestivos de malignidade, e valores acima de 1000ng/mL sao
indicativos de neoplasia maligna (ALMEIDA, 2007; BEFELER; BISCEGLIE, 2002).

O diagnéstico clinico-patolégico € de suma importancia, sendo feito por
puncdo aspirativo por agulha fina (PAAF) e bidpsia cirargica (BEFELER;
BISCEGLIE, 2002; MANE et al., 2015). ApGs o diagndstico da doenca, € realizada
uma investigacdo para avaliar o seu estadiamento. Segundo Bruix e Sherman
(2011), tem sido amplamente aceito o sistema empregado pela Clinica de Cancer de
Figado de Barcelona (BCLC) para realizar esse procedimento (Figura 1). Os
pacientes com carcinoma in situ, que apresentam tumor menor que 2 centimetros de
didmetro, sao incluidos no primeiro grupo (estagio 0), e sdo passiveis de ressecao
cirurgica. Os estagios A-C, compreendem os individuos que apresentam, desde
pequenos nédulos até a invasdo portal, e sdo direcionados a tratamentos mais
agressivos; sendo que apenas o estagio A é passivel de cura. O estagio D é
considerado terminal, e, portanto, comporta apenas o tratamento sintomético
(LLOVET; FUSTER; BRUIX, 2004).

Em geral, o prognéstico do CHC é ruim, considerando que 95% dos pacientes
vem a Obito. O CHC é o segundo tipo de cancer com maior indice de mortalidade em
todo o mundo. Cerca de 746.000 mortes ocorreram em 2012 em decorréncia da

doenca, o que corresponde a 9,1% das mortes por neoplasia maligna (WHO, 2012).

2.2 HEPATOCARCINOGENESE

O processo de hepatocarcinogénese € complexo e envolve varias etapas,
sendo acompanhado tanto por alteracfes genéticas quanto epigenéticas. Em geral
duas categorias génicas sao alteradas durante o processo de transformacao
maligna, os proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor (WANG; DING,
2014). Segundo Shiraha, Yamamoto e Namba (2013), no CHC as alteragcdes em

oncogenes sao menos frequentes em relacdo aos genes supressores de tumor.
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Os proto-oncogenes representam as copias normais dos oncogenes e estao
associados a regulagdo positiva do ciclo celular. Dentre os oncogenes alterados no
CHC se destacam o gene c-myc, localizado no cromossomo 8q, e 0S genes que
codificam os membros da familia Ras (SHIRAHA; YAMAMOTO; NAMBA, 2013). Em
geral, os niveis de expressdo de c-myc estdo aumentados em CHC (YUEN et al.,
2001).

Ao contrario dos proto-oncogenes, 0s genes supressores de tumor codificam
proteinas que inibem direta ou indiretamente a progressao do ciclo celular. O gene
supressor de tumorTP53 (p53) encontra-se comumente mutado em CHC (SHIRAHA,;
YAMAMOTO; NAMBA, 2013). A proteina p53 é ativada em resposta a danos
causados no DNA e estimula a transcricdo de genes criticos relacionados ao
bloqueio do ciclo celular e/ou apoptose (CDKN1A/p21, 14-3-30, GADD45a, PUMA,
BAX e BAK). Assim sendo, o gene TP53 é denominado "guardido do genoma"
(FETT-CONTE; SALLES, 2002; REINHARDT; SCHUMACHER, 2012). Mutac¢bes no
gene que codifica a proteina de retinoblastoma (Rb) também foram detectadas em
alguns casos de CHC. Rb é responsavel por sequestrar membros da familia de
fatores de transcrigdo E2F, os quais atuam estimulando a transcricdo de genes
importantes para a progressao do ciclo celular na transicdo G1/S (SEKI et al., 1995;
SHIRAHA; YAMAMOTO; NAMBA, 2013). O gene que codifica para p16 (CDKN2A),
um membro da familia INK4a (inibidor de quinase dependente de ciclina 4), também
€ um supressor tumoral que impede a progressao do ciclo celular G1/S por inibir a
atividade de CdK4/6, uma proteina quinase que regula a progressao do ciclo celular
em G1. A inativacdo de CDKN2A, devido a eventos de hipermetilacdo, tem sido
observada em figados cirréticos (YU et al., 2003). O gene PTEN (Phosphatase and
tensin homolog) também tem sido frequentemente inativado na maioria dos casos de
CHC. A proteina PTEN atua como um regulador negativo da via de sobrevivéncia
mediada por PI3K/Akt (HU et al., 2003).

Alguns genes sao comumente expressos durante 0 processo de
desenvolvimento do figado, uma vez que promovem a ativagdo de vias de
sinalizacdo que culminam em respostas de proliferacdo e diferenciacdo celular.
Alguns destes mesmos genes sdo ativados no CHC, como € o caso da (-catenina
(MIYOSHI et al., 1998). A via de sinalizacdo de Hedgehog também é ativada em
algumas neoplasias, incluindo o CHC, pela alteracdo da expressao dos genes Shh
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(Sonic Hedgehog), PTCH1 (Protein Patched Homolog) e Glil(Glioma-associated
oncogene homolog) (HUANG et al., 2006).

Alguns fatores de crescimento e seus receptores apresentam alteracdes no
padrdo de expressdo no CHC. Os receptores de fatores angiogénicos/crescimento
como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado
de plaguetas (PDGF) e, especialmente, o fator de crescimento epidermal (EGF) sao
relevantes para o crescimento e progressdo tumoral (TANAKA; ARIl, 2012,
VILLANUEVA et al., 2007). Em mamiferos, a familia de receptores para fator de
crescimento epidermal (EGF) € constituida por 4 membros: ErbBl ou HER-1
(EGFR), ErbB2/HER-2, ErbB3/HER-3 e ErbB4/HER-4. Estes sao receptores de
superficie que apresentam atividade tirosino-quinase e representam alvos
terapéuticos importantes para o tratamento do CHC (SCHLESSINGER, 2002).

A integracdo do DNA viral (VHB) é critica no processo de transformacdo dos
hepatécitos (SHIRAHA; YAMAMOTO; NAMBA, 2013) e compromete a integridade
de genes importantes na regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e senescéncia.
Dentre eles estdo os genes que codificam para c-myc, ciclina A, receptor de Acido
Retindico B e subunidade catalitica da telomerase (hTERT). As proteinas virais X
(HBx) e PreS2 também podem modular cascatas de sinalizacdo importantes para
regular proliferacdo e morte celular incluindo RAF/MEK/ERK (LUPBERGER; HILDT,
2007). Goosens e Hoshida (2015) relatam que apesar do VHC né&o ser integrado no
genoma da célula hospedeira, é efetivo na ativacdo de vias moleculares
oncogénicas.

Todos os fatores de lesdo hepatica que levam a um quadro de inflamacao
cronica contribuem para a formacdo do CHC, como VHB, VHC e sindromes

metabolicas. As vias ativadas durante a inflamacao levam a formacdo de espécies

reativas de oxigénio, como o oxido nitrico (NO "), que podem induzir lesées no DNA,
levando a ativacdo de p53, além de contribuirem para a aquisi¢do de alteracdes em
protooncogenes e genes supressores de tumor, incluindo TP53 (FENG et al., 2012).
Conforme citado anteriormente, a ativacao das vias pro-inflamatorias, como NF-kB e
JAK/STAT representa um evento critico no processo de transformacdo maligna
(MARTIN; HERCEG, 2012).

Alteracbes epigenéticas tém sido relatadas no CHC, as quais incluem

hipermetilacdo da regido promotora do gene que codifica para caderina E
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(ARZUMANYAN et al., 2012), reduzindo seus niveis de expressdo. Esse evento é

importante para a definicdo do comportamento metastatico em células tumorais.

A figura 1 mostra os aspectos gerais relacionados ao processo de

hepatocarcinogénese.
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Figura 1 — Aspectos gerais relacionados ao processo de hepatocarcinogénese.
Fonte: GOMES et al. (2013, p.516)

2.3 MECANISMOS REGULATORIOS DA PROLIFERACAO CELULAR

A regulacdo do ciclo celular é complexa e envolve uma série de mecanismos

regulatérios que estimulam ou inibem a proliferagdo celular. A compreensdo dos

mecanismos basicos relacionados ao controle do ciclo celular representa um

aspecto importante para o desenvolvimento de novas drogas com atividade
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antineoplasica, bem como para a identificagdo de novos alvos terapéuticos. As Cdks
(quinases dependentes de ciclina) sdo enzimas que estimulam a progresséo do ciclo
e, sao ativadas, quando complexadas as ciclinas. Diferentes complexos Cdk-ciclinas
se formam ao longo do ciclo celular sendo responsaveis pela progresséo do ciclo. A
progressédo pela fase G1 e transicdo G1/S ocorre pelo aumento na expressao das
ciclinas D e E e, consequentemente ativacdo dos complexos ciclina D-Cdk4/6 e
ciclina E-Cdk2. Subsequentemente, ocorre aumento na expressao das ciclinas A e
B, com ativacdo dos complexos ciclina A-Cdk2/Cdkl e ciclina B-Cdkl para a
progressao pelas fases S-G2 e transicao G2/M, respectivamente (SHERR, 1994). A
figura 2 mostra os complexos ciclina-Cdks envolvidos com a regulacao de cada fase
do ciclo celular (VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Ciciina A

Figura 2 - Representacado esquematica do ciclo celular e dos complexos ciclinas-Cdks
responsaveis pela regulagéo positiva do ciclo celular.
Fonte: VERMEULEN, BOCKSTAELE & BERNEMAN (2003, p. 132)
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A transicdo G1/S representa um ponto critico do ciclo celular, pois a
passagem pelo ponto de restricdo no final de G1 define de forma irreversivel a
continuidade do ciclo que culmina no processo de divisdo celular. Os principais
reguladores positivos da transicdo G1/S sdo as ciclinas D (D1, D2 e D3) e E.
Alteracbes dos mecanismos regulatérios que atuam na transicdo G1/S sé&o
comumente observadas em células tumorais (SHERR, 1994).

Fatores de crescimento, como EGF (Fator de Crescimento Epidérmico),
VEGF (Fator de Crescimento Vascular Endotelial) e PDGF (Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas) estimulam a transicdo G1/S ativando vias de sinalizagéo
importantes que culminam na expressdo e ativacdo de moléculas relacionadas a
progressdo do ciclo celular. Os fatores de crescimento estimulam a proliferacéo
ativando receptores de superficie tirosina quinases, EGFR (Receptor de EGF),
VEGFR (Receptor de VEGF), PDGFR (Receptor de PDGF), que, uma vez ativados,
sao responsaveis por ativar diferentes cascatas de sinalizagdo como RAF/MEK/ERK
e PIBK/AkKt/mTOR (GOUSTIN et al., 1986).

As vias de sinalizacdo de proteino-quinases ativadas por mitégeno (MAPKS)
estdo relacionadas com regulacdo de crescimento, proliferacdo, diferenciacao,
migragcdo e apoptose. Dentre elas, a via RAF/MEK/ERK tem sido amplamente
estudada, pois se apresenta desregulada em aproximadamente um terco das
neoplasias malignas, inclusive no CHC (DHILLON et al., 2007; LIU et al., 2006). Os
receptores dos fatores de crescimento vascular endotelial (VEGFR) e os derivados
de plaquetas (PDGFR) promovem a ativacdo de Ras, e conseguentemente,
fosforilacdo em cascata das proteinas RAF, MEK e ERK, que levam a expressao de
fatores de transcricdo, como o c-myc, e finalmente a expressdao de ciclina D
(DHILLON et al., 2007). Segundo Yuen et al. (2001), a expressao exacerbada de c-
myc contribui ao crescimento celular descontrolado do CHC.

De acordo com Joo et al. (2001), a superexpressao de ciclina D1 é observada
em casos de CHC bem diferenciados. Os complexos ciclinaD/Cdk (ciclina D/Cdk4 ou
ciclina D/Cdk6) promovem a hiperfosforilacdo da proteina Rb, e consequentemente
sua inativacdo. Uma vez que pRb é sequestrante do fator de transcricao E2F, este
processo induz a expressao de genes criticos para o inicio da fase S (WEINBERG,
1995).

Os receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR) estao

superexpressos no CHC (BUCKLEY et al., 2008). Do mesmo modo que 0s
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receptores do fator de crescimento semelhante a insulina (IGFR) também sé&o
superexpressos em linhagens de CHC, principalmente pela proteina HBx do VHB
(KIM; PARK; LEE, 1996). Ambos os receptores descritos estdo envolvidos com a
ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR. Este processo ocorre mediante a fosforilacdo do
fosfolipidio de membrana difosfatidil-inositol (PIP2) em trifosfatidil-inositol (PIP3), que
por sua vez, promove O recrutamento da proteina quinase Akt para membrana, e
consequentemente a ativacdo de mTOR. Esta serina-treonina quinase fosforila
p70S6K e 4E-BP1, que regulam a transcricdo de outros genes, os quais incluem c-
myc e CCND1 (ciclina D1). A inibicdo desta via ocorre pela atividade do gene
supressor de tumor PTEN (phosphatase and tensin homolog), que desfosforila PIP3.
Delecbes de PTEN tem sido frequentemente observado em CHC (ZHOU; LUI; YEO,
2011)

A via Wnt/B-catenina também é alterada em células de CHC. Esta é ativada
pela ligacdo da proteina Wnt aos receptores de superficie celular Frizzled e os
correceptores LRP5 e LRP6. Tal evento leva ao recrutamento de proteinas
especificas (Axina, CK1, GSK3, e Dishevelled) na porcéo citosélica da membrana.
Dessa forma, o complexo de destruicdo da B-catenina € dissociado e esta migra
para o0 nucleo, ativando a transcricdo de genes-alvo, 0s quais incluem c-myc e
CCND1 (LEE; KIM; WANDS, 2006; KIM; KIM; JHO, 2013). Aspectos gerais
relacionados as vias de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR, RAF/MEK/ERK e Wnt/B-

catenina sdo apresentadas resumidamente na figura 3.
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Expressdo génica

Figura 3 - Vias de sinalizacao frequentemente ativadas em CHC.
Fonte: WHITTAKER, MARAIS E ZHU (2010, p. 4992)

A proteina p53 é uma importante reguladora do ciclo celular e varios tipos de
tumores apresentam inativacdo de p53. Nagao et al. (1995) demonstraram que
casos CHC menos diferenciados apresentam acumulo nuclear desta proteina em
relacdo as células normais. Danos ao DNA podem promover sua ativacao (via
ATR/CHK1, ATM/CHK2 e ATM/ATR/p38/MK2) e, consequentemente, a expressao
de fatores que bloqueiam o ciclo celular (KASTAN; CANMAN; LEONARD, 1995),
como por exemplo, a p21, uma proteina da familia CIP/KIP que constitui um dos
membros dos inibidores de complexos ciclina-CdK (HARPER et al., 1993; XIONG et
al., 1993; WALDMAN, KINZLER; VOGELSTEIN, 1995).
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2.4 TRATAMENTO E ALVOS TERAPEUTICOS DO CARCINOMA
HEPATOCELULAR

O tratamento de pacientes portadores de CHC varia de acordo com o
estadiamento da doenca, considerando os parametros propostos pelo BCLC (Figura
4). Pacientes em estagio inicial sdo encaminhados a procedimentos cirdrgicos,
disseccéo e transplante hepatico, quanto a terapia por injecdo percutanea de etanol
e radioterapia. Por outro lado, pacientes em estagio intermediério e avancado, sdo
submetidos a embolizacdo e administracdo de drogas antineoplédsicas (BRUIX;
LLOVET, 2002).

A quimioembolizacdo trans-arterial € o tratamento mais utilizado para
pacientes portadores de CHC multifocal em espera de cirurgia. Este processo
consiste na injecdo de quimioterapicos seguido de um agente embolizante na artéria
hepatica (BOLONDI et al.,, 2003). Algumas drogas tém sido relatadas como
potenciais agentes de quimioterapia como epirrubicina, doxorrubicina e cisplatina
(BLUIX; LLOVET, 2002).

Para o tratamento sistémico, o Sorafenib (BAY43-9006) é amplamente
indicado ao CHC em estagio avancado. Este composto inibe as vias de sinalizacédo
mediadas por VEGF e MAPKs (RAF/MEK/ERK) atuando em diferentes proteinas da
cascata de sinalizacdo. Contudo, o aumento na sobrevida dos pacientes ainda é
limitado frente ao tratamento com Sorafenib. De acordo com Llovet et al. (2008),
pacientes portadores de CHC avancado sobrevivem por cerca de 7,9 meses,
embora os tratados com Sorafenib apresentam sobrevida pouco superior, de 10,7
meses apenas. Assim sendo, novos ensaios clinicos estdo sendo desenvolvidos
para avaliar a efetividade de outros agentes quimioterapicos para o tratamento de
CHC (SHEN et al., 2013; ZHU et al., 2011).
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Fonte: BRUIX; LLOVET (2002, p. 520)
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Diversos alvos moleculares tém sido identificados para a terapia do CHC,
especialmente proteinas envolvidas nas cascatas de sinalizagdo que regulam
proliferacédo, sobrevivéncia, morte e capacidade invasao (Tabela 1).

Considerando o aumento no numero de casos de CHC nos ultimos anos e os
altos indices de mortalidade da doenca, torna-se relevante identificar compostos que
possam melhorar as propostas terapéuticas para o CHC (CHARI, 2007)

Tabela 1 - Alvos terapéuticos no tratamento do C.H.C.

Mecanismos Alvos Agentes (Exemplos)

Fatores de EGFR Anticorpos monoclonais (Cetuximab)

crescimento e Inibidores tirosino-quinases (Gefitinibe)

seus receptores  IGF-1R Inibidores moleculares pequenos (ARQ 197)
VEGF Anticorpos monoclonais (Bevacizumab)
VEGFR Inibidores tirosino quinases (Sorafenib e outros)
PDGFR Inibidores tirosino quinases (Sorafenib e outros)
HGFR Inibidores tirosino-quinases (XL184)

Via Ras Inibidores de farnesil transferases (Tipifanib)

MAPK Raf Inibidores Raf quinase (Sorafenib)
MEK AZD6244

Via PI3K Wortmannin, PI-103, LY294002

PI3K/AKmTOR Akt MK2206, Alquil-fosfolipideo perifosina
mMTOR Rapamicina, everolimus, temsirolimus

Via Wnt Anticorpos monoclonais (anti-wWntl e anti-Wnt2)

Wnt/B-catenina B-catenina  Pequenos inibidores moleculares (ICG-001)
Ciclo celular CdKs Flavopiridol
Apoptose Bcl-2 Inibidores moleculares pequenos (ABT-737)

Fonte: ZHOU; LUI; YEO (2011, p.1151)

2.5 POTENCIAL DE PRODUTOS NATURAIS NO DESENVOLVIMENTO DE
ANTITUMORAIS

Muitos compostos quimicos utilizados na medicina atualmente sdo de origem

natural. Além disso, deve-se considerar que a maioria das substancias sintéticas foi
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criada a partir de modelos estruturais derivados de produtos naturais. E valido
ressaltar que 80% dos medicamentos s&o de origem natural ou foram inspiradas em
compostos naturais (HARVEY, 2008).

Desde a antiguidade as plantas apresentam inimeras finalidades, inclusive na
medicina tradicional. Atualmente, o uso medicinal de plantas acontece em paises em
desenvolvimento bem como nos paises desenvolvidos. Dentre as propriedades
farmacoldgicas atribuidas as plantas medicinais estdo atividade antimicrobiana,
antitumoral, antidiabética, antiaterosclerética, imunomodulatéria, renoprotetora e
hepatoprotetora (RAFIEIAN-KOPAEI, 2012). As plantas representam fontes
importantes de pesquisa na identificacdo de compostos com propriedades
farmacoldgicas porque produzem uma série de metabdlitos secundarios, muitos dos
quais apresentam atividade antitumoral (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Os alcaloides, caracteristicamente, apresentam estruturas ciclicas com um
atomo de nitrogénio, que frequentemente esta localizado na estrutura heterociclica.
Apesar de serem téxicos, tem sido descrito na literatura que alguns destes
(berberina, evodiamina, matrina, tetrandrina, sanguinarina e piperina) apresentam
promissora atividade antitumoral (Figura 5). A propriedade antitumoral dos alcaloides
tem sido relacionada a diferentes processos biolégicos, os quais incluem a
capacidade de induzir bloqueio no ciclo celular associado a processos de
diferenciacdo e morte celular. Além disso, tem sido relatado que podem atuar como

guimiopreventivos, antimetastaticos e antiangiogénicos (LU et al., 2012).
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Figura 5 - Alvos moleculares da atividade antitumoral de alguns alcaloides.
Fonte: LU et al. (2012, p. 6)
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2.6 PRINCIPAIS ALCALOIDES PIPERIDINICOS DE SENNA SPECTABILIS: (-)-
CASSINA E (-)-ESPECTALINA

O género Senna € um dos maiores da familia Fabaceae, compreendendo
cerca de 600 espécies, sendo que a maioria delas € utilizada na medicina
tradicional. Atualmente, o género Cassia foi incluido na familia Fabaceae. Senna
spectabilis (sin. Cassia excelsa var. Acutifolia, Cassia carnaval, Cassia spectabilis)
(Figura 6) € uma arvore endémica da América do Sul e da Africa, comumente
encontrada no Brasil, Colombia, Angola, Burtindi, Camardes, Quénia e Africa do Sul
(BUM et al., 2010; LORENZI, 1998; NSONDE-NTANDOU et al., 2005; PIVATTO et
al., 2005).

S. spectabilis contém uma vasta quantidade de compostos quimicos, 0s quais
incluem flavonoides, antraquinonas, xantinas, triterpenos e alcaloides. Dessa forma,
constitui uma fonte promissora para a identificacdo de compostos com atividade
farmacoldgica. Em geral, esta espécie se destaca pela vasta diversidade de
alcaloides piperidinicos isolados, muitos dos quais sdo compartilhados por outras
espécies do género Senna, como cassina e carnavalina (PIVATTO et al., 2005;
VIEGAS JR. et al., 2006). Alcaloides isolados a partir das flores desta espécie (N,O-
diacetilcassina, Oxido de 5-hidroxi-2-metil-6-(11'-oxododecil)-piridina e 3(R)-
benzoiloxi-2(R)-metil-6(R)-(11'- oxododecil)-piperidina) possuem atividade citotdxica

na linhagem de carcinoma epidermoide oral KB (SRIPHONG et al., 2003).



Figura 6 - Caracteristicas morfologicas da espécie Senna spectabilis.
A- Desenho esquematico do ramo com flores e frutos.
B- Fotografia do ramo com flores
Fonte: CASTRO; CAVALCANTE (2010, p.28); RODRIGUES et al. (2005

, p.15)
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As substancias (-)-cassina e (-)-espectalina sédo alcaloides piperidinicos
extraidos das flores de S. spectabilis (PIVATTO et al., 2010) e classificados como
alcaloides piperidinicos 2,6-dissubstituidos (Figura 7), segundo Schneider (1996).
Uma vez que sao pertencentes a este grupo, caracterizam-se por seu anel
heterociclico saturado. No mesmo grupo, se encontra a nicotina, e outros com alta
toxicidade (GREEN et al., 2012).

H
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Figura 7 - Estrutura molecular dos alcaloides piperidinicos cassina e espectalina.
1 - (-)-cassina
2 - (-)-espectalina

Fonte: VIEGAS JUNIOR et al. (2006, p. 1283)

A cassina foi isolada de S. excelsa por Highet (1964) como um composto
cristalino, com grupos funcionais hidroxila, amina secundaria e metil-cetona. Uma
vez determinada sua estrutura molecular, sua sintese é proposta por Makabe, Kong
e Hirota (2003). Ensaios apontaram atividade antibacteriana (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli) e antimicotica (Aspergillus niger e
Candida albicans) (SANSORES-PERAZA, 2000)

A espectalina foi extraida pela primeria vez por Christofodis, Welter e Jadot
(1977) de C. spectabilis (sin. S. spectabilis). E farmacologicamente caracterizada por
seus efeitos no sistema nervoso central como analgésico (LEXANDRE-MOREIRA et
al., 2003) e agente colinérgico (CASTRO et al., 2006). Além disso, Bolzani et al.
(1995) mostraram que este composto exerce atividade citotoxica sobre cepas de
levedura Saccharomyces cerevisae RS 322YK RS 321N, que apresentam
deficiéncia na atividade de reparo do DNA (DE ALBUQUERQUE MELO et al., 2014).
Contudo, nenhum estudo anterior avaliou o potencial antineoplasico dos alcaloides (-

)-cassina e (-)-espectalina.
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2 OBJETIVOS

A seguir, serdo abordados o0 objetivo geral e os objetivos especificos deste

estudo.

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi analisar o potencial antiproliferativo da mistura de
alcaloides [— (-) cassina e — (-) espectalina], derivados de Senna spectabilis, sobre
células derivadas de carcinoma hepatocelular humano (HepG2).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos dos alcaloides sobre:

a) Viabilidade e comportamento proliferativo de células de hepatocarcinoma

humano (HepG2);

b) A capacidade de expansao clonal das células;

c) A progressao do ciclo celular;

d) Os mecanismos regulatérios da transicdo G1/S;

e) A organizacao do citoesqueleto (microfilamentos e microtubulos).
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4 METODOLOGIA

Serdo abordados os procedimentos metodoldgicos de ensaios in vitro para os

objetivos propostos.

4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

No presente estudo foram utilizadas para uma varredura inicial as seguintes
linhagens celulares pré-estabelecidas de neoplasias malignas humanas: HepG2
(carcinoma  hepatocelular), A549  (adenocarcinoma  pulmonar), MCF7
(adenocarcinoma mamario), Hs578T (carcinossarcoma mamario), U251MG e
U138MG (glioblastoma). Foi incluida no estudo uma linhagem celular ndo-tumoral
derivada de fibroblastos humanos (CD-1059Sk).

As linhagens HepG2, MCF-7, A549 e CCD-1059Sk foram adquiridas via
banco células do Rio de Janeiro; as linhagens U251 MG e U138 MG foram
gentiimente cedidas pela profa. Jaqueline Carvalho de Oliveira do Instituto de
Ciéncias da Natureza, UNIFAL-MG e a linhagem Hs578T foi cedida pela profa.
Glaucia Maria Machado-Santelli, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade de S&o Paulo (ICB-USP, Séo Paulo-SP).

A linhagem HepG2, selecionada como modelo experimental deste estudo foi
originalmente isolada de biépsias realizadas por lobectomia estendida do figado de
um paciente caucasiano, 15 anos, género masculino (KNOWLES & ADEN,
US4393133, 1983). Atualmente, sdo disponibilizadas pela ATCC (American Type
Culture Collection, Maryland, Estados Unidos), sob cddigo HB 8065 e pelo Banco de
Células do Rio de Janeiro (0291).

Para cultura foi utilizado o Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) com mistura de nutrientes F-12 Ham (1:1), acrescido de L-glutamina e
HEPES (Sigma Aldrich, California, Estados Unidos). A solucédo foi suplementada
com 0,12% de bicarbonato de sddio (m/v) e 10% de soro fetal bovino (v/v) (Cultilab,
SP, Brasil). As células foram cultivadas em garrafas de cultura em poliestireno, area

de 25 cm? e superficie apropriada para o crescimento de células aderidas (Sarstedt,
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Numbrecht, Alemanha), com 5mL de meio de cultivo. Foram incubadas em estufa a
37°C com atmosfera de 5% de CO2 e submetidas ao subcultivo e aos delineamentos

experimentais, uma vez que apresentassem 75 - 85% de confluéncia.

4.2 ESQUEMA GERAL DE TRATAMENTO

Amostras da mistura dos alcaloides (-)-cassina e (-)-espectalina,
respectivamente na proporgdo 7:3, foram cedidas pelo prof. Dr. Claudio Viegas
Junior do Laboratério de Pesquisa em Quimica Medicinal, do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG, Alfenas-MG), tendo sido
originalmente isoladas pelo grupo da profa. Dra. Vanderlan da Silva Bolzani do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP, Araraquara -
SP). Uma solucédo-estoque da mistura de alcaloides foi preparada em
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) na concentracao
de 20mg/mL e aliquotas foram mantidas a -20° C. No momento de uso, a solucéo foi
descongelada, mantidas em banho a 37°C por 5 minutos, agitada em velocidade
méxima em voértex por 1 minuto e diluidas no meio de cultura. Uma vez que
diferentes concentracdes foram propostas para o tratamento, procedeu-se a diluicdo
seriada considerando a abordagem experimental. As células foram coletadas por
digestdo enzimatica (tripsina-EDTA 0,05%) e semeadas em diferentes densidades
dependendo do tipo do teste empregado. Os tratamentos foram realizados 24h apés
o plagueamento e DMSO foi utilizado como controle, ndo excedendo 0,01% v/v. O
periodo de tratamento estipulado foi de 24, 48 ou 72 horas, dependendo da

abordagem experimental.

4.3 ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Foram realizados dois ensaios de atividade mitocondrial: MTS e Rezasurina.



41

4.3.1.MTS

As células foram semeadas em placas de 96 pocos em diferentes
densidades: 2x10* células/poco (HepG2), 1x10* (Hs578T, MCF7, U251MG e
U138MG) e 5x10° (A549 e CCD-1059Sk). Diferentes concentracdes foram utilizadas
(5 - 80 pg/mL) da mistura de alcaloides por 48 horas e 0s experimentos foram
conduzidos em quadruplicata. As amostras foram submetidas a reacéo colorimétrica
de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximethoxiphenil)-2-(4-sulfophenil)-2H-
tetrazolio) por 4 horas antes do término do tratamento.

A reacgdo foi realizada com o kit CellTiter aqueous non-radioactive cell
proliferation assay (Promega, Wisconsin, Estados Unidos). Este ensaio é baseado
na conversao enzimatica do sal tetrazélio em formazano por oxi-redutases NADPH
dependentes. Este, por sua vez, apresenta absorbancia maxima no comprimento de
onda de 490nm. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro de microplacas. A taxa
de absorbancia € diretamente proporcional ao nimero de células viaveis. Os valores
obtidos nas amostras tratadas foram comparados aos das amostras que n&do foram
expostas ao composto estudado (controle). Além dos experimentos serem
conduzidos em quadruplicatas, os resultados obtidos na 12 série experimental foram
confirmados em duas novas séries subsequentes. O valor da concentragao inibitoria
(Clso) foi calculado pelo GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego,
Califérnia, Estados Unidos).

Para avaliacao da seletividade dos tratamentos sobre células tumorais, foram
determinados os indices de seletividade (IS) pela razéo entre os valores de Clso nas
linhagens de células derivadas de tumores e os valores obtidos para fibroblastos

normais derivados de pele humana (CCD-1059Sk).

4.3.2 Resazurina

As células da linhagem HepG2 foram semeadas em placas de 96 pocos
(inoculo 2x10%). Ap6s tratamento de 48h com a mistura de alcaloides em diferentes

concentracdes (5 - 40 yg/mL) o meio de cultura foi substituido por meio fresco
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contendo 10% da solucdo de rezasurina e apdés 4h a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro de microplacas a 540nm com referéncia de 630nm.

A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-0xido) € reduzida a resorufina
(7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona) por atividade enzimatica mitocondrial. Os valores de
absorbancia obtidos foram subtraidos da média de absorbancia do branco. Os
valores obtidos nas amostras tratadas foram comparados aos das amostras que néao
foram expostas aos compostos estudados (controle). Além dos experimentos serem
conduzidos em quadruplicatas, os resultados obtidos na 12 série experimental foram
confirmados em duas novas séries subsequentes. O valor da concentracao inibitoria
(Clso) foi calculado usando GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego,

Califérnia, Estados Unidos).

4.5 ENSAIO DE EXCLUSAO EM AZUL DE TRIPANO

As células da linhagem HepG2 foram semeadas e tratadas em placas de
35mm de diametro (inoculo 2 x 10°). As concentracfes utilizadas da mistura de
alcaloides foram 20 e 40ug/mL, além do controle (DMSO). Os experimentos foram
conduzidos em triplicatas e os periodos de tratamento estabelecidos foram 24, 48 e
72 horas. O aspecto morfolégico das culturas, visto por microscopia de contraste de
fase, foi registrado em fotomicrografias antes do processamento das amostras para
o teste de excluséo.

As células foram submetidas a digestdo enzimatica e, apds inativacdo da
tripsina, foi adicionada a suspensédo celular azul de tripano 0,4% (Sigma Aldrich,
Califérnia, Estados Unidos) na proporcao de 1:1. Células viaveis (ndo-coradas) e
inviaveis (coradas) foram contadas em camara de Neubauer espelhada (Marienfeld,
Lauda-Kodnigshofen, Alemanha) em microscopio invertido de contraste de fase. A
partir dos valores obtidos para concentracdo de células nos diferentes periodos de
tratamento, foi obtida a curva de crescimento das células para os grupos tratados e

controle.
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4.6 ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

Para determinacdo do potencial de formacdo de colonias em culturas de
HepG2 tratadas realizou-se o ensaio de capacidade clonogénica. 1x10* células
foram semeadas em placas de 35mm, e apds a adesao, tratadas com a mistura de
alcaldides nas concentragdes de 20 e 40ug/mL, além do controle (DMSQO). ApdGs 24h
de tratamento, o meio foi substituido por meio fresco (DMEM + 10% SFB). A cultura
foi mantida nestas condi¢cbes por 15 dias. Apds este periodo, as células foram
coradas com cristal violeta para evidenciar as colonias formadas. Foram
contabilizadas colénias que continham mais de 50 células. Para tanto, foi utilizado

estereo-microscépio sob aumento de 20x.

4.7 ANALISE DE PROGRESSAO DO CICLO CELULAR

As células foram semeadas em placas de 35mm de didmetro (inoculo de
2x10° células), e o tratamento foi proposto sob concentragdes de 0, 20 e 40ug/mL
por 24 e 48 horas. As células foram coletadas por digestdo enzimatica e transferidas
para tubos Falcon. O precipitado celular foi obtido por centrifugacdo (5 minutos a
1000 rpm) e na sequéncia as ceélulas foram fixadas com etanol a 4°C (75% em
PBSA) por 30 minutos. Apos nova centrifugacdo, as células foram coradas por 20
minutos em uma soluc¢do contendo PBSA, RNAase (10 mg/mL) e lodeto de Propidio
(30 mg/mL). As amostras foram analisadas no citbmetro de fluxo Guava Mini
EasyCyte (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) utilizando o software GuavaSoft
2.7 (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha).

4.8 IMUNOFLUORESCENCIA

Foram obtidas preparacdes citoldégicas evidenciando elementos da

citoesqueleto (microfilamentos e microtibulos), e células em divisdo usando um
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marcador especifico para mitose (histona H3 fosforilada na Ser10). Para tanto, as
células foram semeadas (2x10° células) em placas de 35mm de diametro contendo
laminulas estéreis. As amostras foram tratadas com os alcaloides em diferentes
concentracdes (0 - 40 ug/mL). O periodo de tratamento foi, respectivamente, de 24h
e 48h para as analises de frequéncia de mitoses e citoesqueleto.

Ao término do tratamento, as células foram fixadas em 3,7% de formaldeido por 30
minutos, e tratadas com Triton X-100 (0,5%) por 10 minutos. Na sequéncia, as
amostras foram incubadas com anticorpos primarios: anti-fosfo-histona H3 (Serl0,
1:50, Santa-Cruz Biotechnogy, Texas, Estados Unidos) ou anti-tubulina (1:100,
Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) a 4°C pernoite. No dia seguinte, apés
lavagens em PBSA, as amostras foram incubadas com anticorpo secundario (anti-
IgG de camundongo ou anti-IgG de coelho, 1:100, Sigma) conjugado a fluoresceina
por 2 horas. Para analise de F-actina, as amostras foram coradas com faloidina
conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos). Os nucleos foram
corados com DAPI (4'6-Diamidino-2'-Phenilindol diidrocloreto, Sigma-Aldrich,
Califérnia, Estados Unidos) ou lodeto de Propidio por 30 minutos. As laminas foram
montadas com glicerol 90% em PBSA e analisadas em microscépio de fluorescéncia
(Nikon). Para a determinacgdo da populacédo celular em mitose 1000 células, coradas
com DAPI, foram contadas por lamina e os dados foram apresentados como a
média de triplicatas + desvio padrdo (Figura 8A). O mesmo procedimento foi
realizado para as amostras imunomarcadas para histona H3 fosforiladas (Figura 8B).
Neste ultimo, as células positivas foram contabilizadas diferenciando-se as fases da

mitose.

4.10 WESTERN BLOTTING (IMUNOBLOT)

As células foram semeadas em placas de 100mm (inéculo de 5 x 10°) e
tratadas com a mistura de alcaloides por 24 horas, nas concentra¢des de 0, 10, 20 e
40ug/mL. Em seguida, foram homogeneizadas em tampao RIPA (NaCl 150mM, NP-
40 1,0 %, acido deoxicolato de sddio 1% em Tris-HCL 50 mM, pH= 7,5) contendo
inibidores de proteases (Sigma Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) e fosfatases

(Ortovanadato de sodio 1mM). Apés centrifugacdo a 12000g por 10 minutos o
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sobrenadante foi coletado e aliquotas foram armazenadas a -80° C. A quantificacédo
de proteinas foi realizada pelo método de BCA (Bicinchoninic Acid) com o kit Thermo
Scientific™ Pierce™ (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).

As amostras foram diluidas em tampao de amostra 4x (Tris 0,5 M — pH=6,8,
glicerol, SDS 10%, bromofenol blue 1% e betamercaptoetanol 1% em &gua MiliQ) e
desnaturadas por 5 minutos (100°C). O fracionamento das proteinas (30 pg) foi
realizado em minigel de poliacrilamida 12% (2,5 horas a 100V).

As proteinas foram transferidas para membrana de PVDF (Amersham, GE
HealthCare, Buckinghamshire, Estados Unidos) por 2 horas a 200mA em tampao
(Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol a 20% em agua destilada). A membrana foi
corada em solucdo de Ponceau 0,5% por 3 minutos para verificar a eficiéncia do
processo de transferéncia. Em seguida, foi lavada 3 vezes em TBS (Tris-buffered
saline) a 0,02 M (10 minutos cada lavagem). O bloqueio foi realizado com TBS a
0,02 M contendo leite desnatado em p6é Molico® (Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) a 5% e
tween 20 (Sigma Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) a 0,05% por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitacao.

Os anticorpos primarios anti-histona H3 fosforilada (Ser10)-R (1:200 Santa-
Cruz Biotechnologies, sc-8656-R), ant-ERK1 (K-23) (1:200 Santa-Cruz
Biotechnologies, sc-94), anti-ERK fosforilada Tyr204 (E-4) (1:200 Santa-Cruz
Biotechnologies, sc-7383) e anti-a-Tubulina (1:1000 Sigma Aldrich LTDA, Brasil)
foram diluidos em solucdo de blogueio e a membrana foi incubada com os
anticorpos, durante a noite, a 4°C sob agitacdo. Apos sucessivas lavagens com TBS
e T-TBS (Tween20-TBS), a membrana foi incubada com anticorpos secundarios
anti-lgG de camundongo ou de coelho (1:1000, Amersham, GE HealthCare,
Buckinghamshire, Estados Unidos) conjugados a peroxidase e bandas
imunorreativas foram detectadas por quimioluminescéncia (ECL®, Amersham, GE
HealthCare, Buckinghamshire, Estados Unidos) conforme especificacdes do
fabricante. Os resultados foram registrados em filmes radiogréaficos (Hyperfilm
Amershan, GE HealthCare, Buckinghamshire, Estados Unidos). A quantificacdo das
bandas foi realizada usando o programa de dominio publico (ImageJd, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).
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4.11 RT-QPCR

As células foram semeadas e tratadas, a 20ug/mL por 24 horas, em placas de
35mm. Apos este periodo, procedeu-se a extracdo de RNA com o reagente TRIzol®
(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos). A por¢do de RNA foi purificada
com cloroférmio e alcool isopropilico (Exodo Cientifica, S&o Paulo, Brasil) e
posteriormente estocada a -80°C em agua DEPC. Antes do uso, a quantidade e
qualidade das amostras foram aferidas em espectrofotometro Nanodrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, Estados Unidos).

A reacdo de transcricdo reversa (RT) foi realizada em termociclador Veriti®
96-Well (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) com 500ng de
amostra de RNA com o kit SuperScript® Ill (Transcriptase Reversa 200U/uL,
Tampao First-Strand [250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCl2] e DTT
100 mM, Invitrogen®, Estados Unidos), oligodesoxinucleotideos Random Hexamers
(50 pM, Invitrogen®, Estados Unidos) e dNTP mix (10mM, Invitrogen®, Estados
Unidos).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em meio contendo
4,5uL de cDNA diluido 20 vezes, 5,0uL de SybrGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Califérnia, Estados Unidos), contendo Sybr Green, tampao, dNTPs,
Amplitag Gold, MgCI2 e ROX como referéncia passiva, e 0,5 pL de primers (10uM).
A amplificacdo e quantificacdo foram realizadas no sistema de PCR em tempo real
ABI 7500 (Applied Biosystems, Califérnia, Estados Unidos). As sequéncias dos
primers (IDT, Integrated DNA Technologies) utilizados para o gene de interesse
(CCND1) e o controle endégeno (GAPDH) sdo demonstradas na tabela 2. Amostras

sem o cDNA foram preparadas para a calibracao.

Tabela 2 — Sequéncia de bases dos primers utilizados na PCR em tempo real. Sintetizadas
por IDT (Integrated DNA Technologies)

Gene Sequéncia sense TA Sequéncia TA Referéncia
nonsense
GAPDH 5AGATCCCTCCA  54,8°C 5GGCAGAGATG 55,0°C Valente et
AAATCAAGTGG3’ ATGACCCTTTT? al. (2009)
CCND1 5GGCACCCAG 58,8 °C 5CCGTCCATG 55,9 °C Dieudonne
CACAATGAAG3’ CGGAAGATCY et al. (2006)

TA: Temperatura de anelamento a 50mM NacCl
Fonte: Do Autor.



47

O experimento foi executado em triplicata (trés amostras por grupos em trés
experimentos independentes), sendo consideradas para analise as amostras cujo
desvio ndo exceda meio ciclo (d<0,5). Foi utilizado o método de quantificacao
relativa, o qual sinaliza a mudanca de expressdo do gene alvo em relacdo a uma
amostra de calibrador, que nesse caso foi o grupo controle. Os valores foram obtidos
pela formula 2-AACt, sendo Ct o ciclo em que o nivel de fluorescéncia alcangou o
limiar pré-estabelecido (threshold).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos em triplicatas técnicas e biolégicas foram apresentados
como a média £ o desvio padrdo. Para avaliacdo estatistica dos dados obtidos pela
determinacdo de células positivas para histona H3 fosforilada e gRT-PCR foi
utiizado o Teste t student. Os resultados obtidos pelas demais abordagens
metodoldgicas foram avaliados pelo teste ANOVA one-way e 0 pés-teste de Tukey.
Todos foram realizados pelo aplicativo GraphPad Prism® (GraphPad Software Inc.,
Califérnia, Estados Unidos).
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5 RESULTADOS

A mistura de alcaloides (-)-cassina e (-)-espectalina foi efetiva em reduzir a
viabilidade de 6 linhagens celulares derivadas de tumores humanos, apés 48h de
tratamento (Figura 8), sendo que a capacidade de inibicdo foi dependente da
concentragcdo utlizada. A partir desse estudo inicial, a linhagem HepG2 foi
selecionada para os experimentos subsequentes que objetivaram avaliar os eventos

biolégicos relacionados a capacidade dos alcaloides em reduzir a viabilidade celular.
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Figura 8 — Viabilidade celular determinada por MTS ap6s 48 horas de tratamento com a
mistura de alcaloides. Em vermelho foi destacada a curva dose-resposta da
linhagem HepG2, a qual foi selecionada como modelo de estudo para
investigacdes subsequentes.

Fonte: Do autor.

A concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento (Clso) foi de 26,45
+1,73pug/mL. Este valor foi comparado ao Clso obtido de uma linhagem pré-
estabelecida nao tumoral de fibroblastos humanos, CCD-1059Sk, a fim de obter o
indice de seletividade dos alcaloides (Tabela 3). A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. Os resultados apontaram que o indice de seletividade foi maior

para a mistura de alcaloides em comparacgao a doxorrubicina.
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Tabela 3 — Valores de Clso e indices de seletividade determinados a partir dos ensaios de
viabilidade realizados em células tumorais e células normais.

Tratamento Linhagens Clso CCD-1059Sk **(Clsg) indice de
tumorais Seletividade
HepG2 26,45 + 1,73 yg/mL 55,62 £1,69 ug/mL 2,10
MCF7 33,52 + 2,12 pg/mL 55,62 +1,69 pg/mL 1,66
Alcaldides Hs578T 54,33 £ 0,98 pg/mL 55,62 £1,69 ug/mL 1,02
A549 40,52 + 2,43 ug/mL 55,62 +1,69 ug/mL 1,37
U138 59,31 + 5,40 pg/mL 55,62 +1,69 ug/mL 0,94
U251 63,55 £ 5,28 pg/mL 55,62 £1,69 ug/mL 0,87
Doxorrubicina* HepG2 0.56 + 0.02 pg/mL 0.96 + 0.01 pg/mL 1,71

*Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. ** células CCD-1059Sk séo fibroblastos
derivados de pele normal. O indice de seletividade foi determinado a partir da razdo entre o
CI50 observado para célula normal e tumoral,como descrito em materiais e métodos.

Fonte: Do autor

Na sequéncia, ensaios adicionais ao MTS foram realizados para confirmar a

capacidade dos alcaloides em reduzir a viabilidade em culturas de HepG2. Para isto,

a viabilidade foi avaliada por ensaio colorimétrico que se baseia no mesmo principio

do MTS, ou seja, permite a determinagéo da atividade de enzimas mitocondriais,

entretanto utilizada a resazurina como substrato para a conversdo enzimatica. Os

resultados foram semelhantes aos previamente observados pelo MTS e a Clso foi de
24,14 + 0,94 pg/mL (Figura 9).
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Figura 9 — Viabilidade celular determinada pelo ensaio de
resazurina em linhagem HepG2, apds 48 de
tratamento com os alcaloides. Clso: 24,14 +
0,94 pg/mL. (***) p<0,001 de acordo com
ANOVA one-way e o poOs-teste de Tukey

Fonte: Do autor.

Considerando que os valores de Clso determinados pelos dois métodos
colorimétricos ficaram proximos a concentragdo de 25 ug/mL, os ensaios
experimentais subsequentes foram feitos utilizando apenas concentracdes de 10, 20
e 40 ug/mL.

E fato que os ensaios colorimétricos sdo amplamente empregados na
determinacdo da viabilidade celular, pois sdo métodos rapidos e facilmente
executaveis. Além disso, os dados obtidos sao frequentemente reproduzidos.
Entretanto, esses métodos ndo permitem avaliar se a reducdo na viabilidade esta
preferencialmente associada a inibicdo da proliferacdo celular ou a inducédo de
morte. No presente trabalho, o ensaio de Azul de tripano foi utilizado para avaliar a
frequéncia de células viaveis e nao viaveis na populacdo, apos tratamento com o0s
alcaloides por 24h, 48h e 72h. Os dados mostraram reducédo da viabilidade celular
em culturas tratadas por 24 h com 40 pg/mL por 48 h e 72 h com 20 e 40 ug/mL dos
alcaloides. A viabilidade celular foi reduzida em 96,04% e 99,13% nos periodos de

48h e 72h, respectivamente, quando comparado ao controle (Figura 10).
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Figura 10 — Viabilidade celular determinada por ensaio de
exclusdo em azul de tripano apos 24, 48 e 72
horas de tratamento com os alcaloides. Teste
ANOVA one-way e pos-teste de Tukey.

(*) p<0,05 e (***) p<0,001

Fonte: Do autor.
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O aspecto morfolégico das células em cultura foi acompanhado por
microscopia de contraste de fase e pode ser observado na figura 11. As imagens
obtidas 24h e 48h apds o tratamento com os alcaloides mostram claramente que o
aspecto morfolégico, caracteristico das células HepG2, foi alterado drasticamente
guando os alcaloides foram usados na concentragdo de 40 ug/mL, em ambos os
tempos. Por outro lado, foi observado apenas reducdo na densidade dos
aglomerados celulares quando concentragdes menores foram utilizadas (10 uyg/mL e
20 ug/mL) em comparagao a cultura controle. Os dados, portanto, corroboram o0s
resultados de viabilidade celular obtidos previamente.

Considerando as alteracdes morfolégicas observadas por microscopia de
contraste de fase, foram realizadas preparacoes citoldégicas para a observacao de
elementos do citoesqueleto (microfilamentos e microtibulos). As imagens obtidas
por microscopia de fluorescéncia também evidenciaram alteracbes morfologicas
(Figura 12). Nas células tratadas com os alcaloides por 48h, o padrdo normal de
distribuicdo da rede de filamentos de actina e microtibulos foi alterado nas
concentracdes de 20 ug/mL e 40 ug/mL, entretanto esta Ultima concentracdo alterou
drasticamente a organizacdo dos microfilamentos e microtibulos. N&o foram
observadas alteracdes morfolégicas marcantes em culturas tratados pelo periodo de

24 horas (dados n&do mostrados).
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Figura 11 — Imagens representativas obtidas por microscopia de contraste de fase
apos 24 e 48 horas de tratamento com os alcaloides em diferentes
concentragbes. E possivel observar redugdo dos aglomerados
celulares em culturas tratadas com 10 e 20 ug/mL, bem como drastica
alteracao do aspecto morfologico das células em culturas tratadas com
40 pg/mL. Aumento de 100x.

Fonte: Do autor.
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Figura 12 — Imagens fluorescentes evidenciando microfilamentos (TRITC) e
microtubulos (FITC) em células HepG2 tratadas por 48h com o0s
alcaloides nas concentragfes de 10, 20 e 40 pyg/mL. As imagens
mostram que o padrdo normal de distribuicdo de filamentos de

actina e microtubulos foi alterado em consequéncia do tratamento.
Aumento de 400x.
Fonte: Do autor.
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Na sequéncia, foi realizada uma série experimental para determinar o
comportamento proliferativo da linhagem HepG2 considerando os periodos de 24h,
48h e 72h de tratamento. De acordo com os resultados, o numero de células é
menor nas culturas tratadas em relagdo ao grupo controle. Vale ressaltar que o
namero de células é significativamente menor nas culturas tratadas com 40 pg/mL
em relagdo as tratadas com 20 upg/mL em todos os tempos estudados. Esta
abordagem experimental também permitiu observar que n&o houve aumento
consideravel no niamero de células nas culturas tratadas em relacdo ao inoculo
inicial em todos os periodos estudados. Os resultados indicam, portanto, que 0s
alcaloides apresentam atividade antiproliferativa sobre células da linhagem HepG2.

A frequéncia de mitoses foi determinada em preparacdes citologicas
fluorescentes marcadas com DAPI. Houve significativa reducdo na frequéncia de
figuras mitéticas nas culturas tratadas por 24 horas em relagdo as culturas controle.
A frequéncia de mitoses nas culturas controle foi de 1,05% =+ 0,23, outrora as
culturas tratadas com 20 pg/mL e 40 pg/mL apresentaram indices de 0,5%%z 0,10 e

0,16%= 0,34, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13 — Frequéncia de mitoses determinadas a partir de preparacdes citologicas
coradas com DAPI. A andlise de culturas tratadas por 24 horas aponta
reducdo significativa na frequéncia de mitoses em culturas tratadas(**)
p<0,01 e (***) p<0,001 de acordo com ANOVA one-way e 0 poés-teste de
Tukey.

Fonte: Do autor.

Foram realizados ensaios de capacidade clonogénica para avaliar a influéncia
dos alcaloides em inibir proliferacdo por periodos prolongados. Os resultados
mostraram significativa reducdo do numero de colénias nos grupos tratados em
relacdo ao controle. O numero de colbnias contadas em culturas tratadas com
20ug/mL foi aproximadamente a metade em relacdo ao numero de colbnias
encontradas nas culturas controle. Nenhuma colénia foi observada quando os

alcaloides foram usados na concentragéo de 40 pug/mL (Figura 14).
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Figura 14 — Ensaio de capacidade clonogénica. Na porcdo superior, placas de cultura
exibindo o padrdo de colénias formadas, as quais foram coradas pelo cristal
violeta. Abaixo, o gréafico representando a andlise quantitativa do ensaio. Os
valores foram obtidos em ftriplicatas (trés amostras de trés experimentos
independentes). A capacidade em formar coldnias foi signigicativamente
reduzida em culturas tratadas por 24 horas com os alcaloidesde acordo com
ANOVA one-way e Tukey. (**) p<0,01 e (***) p<0,001

Fonte: Do autor.

Os dados obtidos até 0 momento mostram que os alcaloides estudados
apresentam proeminente atividade antiproliferativa sobre as células HepG2, quando
utiizados na concentragcdo de 20 e 40 pg/mL. Assim sendo, foram realizados
ensaios para avaliar a influéncia desses alcaloides na progressdo do ciclo celular,
apos 24h e 48h de tratamento. De acordo com os dados de quantificagcdo de DNA

por citometria de fluxo, nos grupos tratados por 24 horas houve aumento da
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populacao celular na fase GO/G1 (Controle: 51,88%+3,43; 20 ug/mL: 58,22%+2,67 e
40 pg/mL: 60,43%+4,18) e reducdo do numero de células na fase S (Controle:
18,62%+4,32; 20 ug/mL: 14,08%+9,92 e 40 yg/mL: 7,78%+2,12). Houve aumento da
populacdo Sub-G1 (Controle: 0,17%%0,11; 20 pg/mL: 0,25%+0,10 e 40 pg/mL:
2,30%=0,36) no grupo tratado com 40 pg/mL pelo periodo de 24 horas. Por outro
lado, ndo foram observadas alteracdes significativas das populacbes GO/G1 e S, em
48 horas (Controle: 32,77%+1,96; 20 yg/mL: 29,52%+0,99; 40 uyg/mL: 27,72%=0,05),
contudo houve aumento da populacdo Sub-G1 (Controle: 0,63%%0,21; 20 pg/mL:
0,65%+0,96; 40 ug/mL: 5,3%+1,00) (Figuras 15 e 16).
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Figura 15 — Histogramas obtidos por citometria de fluxo mostrando a
distribuicdo de células nas diferentes fases do ciclo celular. 1-
GO0/G1, 2-S, 3-G2/M, 4-Sub-G1.

Fonte: Do autor.
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Figura 16 — Perfil de distribuicdo das populagbes celulares nas diferentes fases do
ciclo celular em culturas tratadas por 24h e 48h. A analise foi realizada
a partir dos dados obtidos por citometria de fluxo. O aumento da
populacdo celular na fase G1 com concomitante diminuicdo na
frequéncia de células na fase S séo eventos indicativos de bloqueio do
ciclo celular na transicédo G1/S .
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(*) p<0,01, (**) p<0,001 e (***) p<0,0001 de acordo com ANOVA one-
way e poOs-teste de Tukey..
Fonte: Do autor.

Os dados de citometria mostraram que houve diminuicdo significativa da
populacdo G2/M em amostras tratadas com alcaloides por 48h, evento que néo foi
observado com 24h. E possivel que a populacdo G2/M observada ap6s 24h de
tratamento estivesse enriquecida com células na fase G2. Para demonstrar esse
aspecto, um marcador especifico de mitose, a histona H3 fosforilada foi utilizada
para determinar a frequéncia de células na fase M com 24h de tratamento (Figuras
17, 19A e 19C). De fato, os resultados mostraram que h& significativa reducédo da
frequéncia de mitose em culturas tratadas por 24h com 20 ug/mL em relagéo ao

grupo controle.
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Figura 17 — Frequéncia de células positivas para histona H3 fosforilada determinada
a partir de preparacdes citologicas fluorescentes (A). Células HepG2
foram tratadas por 24h com os alcaloides na concentracdo de 20 pg/mL.
Foram contabilizadas células em diferentes fases da mitose (B). A analise
estatistica pelo teste T Student aponta reducéo significativa no ndmero
total de células positivas.

(**) p<0,01.

Fonte: Do autor.
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Considerando o significativo aumento na populacdo GO/G1 observado nas
culturas tratadas em relagcdo as culturas controles, foi investigado o perfil de
expressdo de ciclina D1, em nivel de RNA mensageiro, bem como o perfil de
ativacdo de ERK. Os resultados de gRT-PCR mostraram que os alcaloides foram
efetivos em reduzir os niveis de expressdo de ciclina D1 apds 24h de tratamento
(Figura 18).
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Figura 18 — Expresséo relativa de ciclina D1 em
células HepG2, apbés 24h de
tratamento com a mistura de
alcaloides a 20ug/mL, determinada por
g-RT-PCR. SignificaAncia determinada
pelo teste t student.

(**) p<0,01

Fonte: Do autor.

Curiosamente, 0s ensaios de immunoblot evidenciaram drastica reducdo no
perfil de fosforilacdo de ERK (Tyr 204) apos 24h de tratamento (Figuras 19 A e B),
indicando que os alcaloides inibiram a atividade dessa proteoquinase, a qual é

critica para a progresséao do ciclo em G1.
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Figura 19 — Perfil de expressdo de ERK, p-ERK (Tyr204) e p-histona H3 (Serl0)
determinado por imunoblot. a-tubulina foi utilizada para controle de
carregamento. Quantificacdo das bandas imunorreativas foi realizada pelo
software de dominio publico ImageJ.

A - Perfil de expressao demonstrado por bandas imunorreativas.
B - Expresséo relativa de ERK fosforilada.
C — Expressao relativa de histona H3 fosforilada.
(**) p<0,0035 e (***) p<0,0001.
Fonte: Do autor.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado que a mistura (7:3) dos alcaloides (-)-
cassina e (-)-espectalina foi efetiva em reduzir a viabilidade de células derivadas de
tumores humanos, incluindo o CHC. Ao selecionar a linhagem HepG2 como modelo
de estudo foi possivel demonstrar que a reducdo na viabilidade foi decorrente
principalmente da atividade antiproliferativa dos compostos testados. Até o
momento, ndo existem dados que mostrem a influéncia dos alcaloides piperidinicos
(-)-cassina e (-)-espectalina sobre o comportamento proliferativo de células tumorais.
Entretanto, existem estudos que mostram atividade citotdxica desses alcaloides
sobre promastigostas de Leishmania major (DE ALBUQUERQUE MELO et al., 2014)
e Plasmodium falciparum (PIVATO et al., 2014). Também foi demonstrado que a
cassina apresenta atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus
subtitlis, Escherichia coli e Pseudomonas aeroginosa; bem como atividade
antifngica para Candida albicans e Aspergilus ninger (SANSORES-PERAZA,
2000). Foi demonstrado ainda que a espectalina é efetiva em reduzir a viabilidade de
forma seletiva em leveduras Sacharomyces cerevisiae mutantes RS 322YK e RS
321N (BOLZANI; GUNATILAKA; KINGSTON, 1995; VIEGAS JR. et al., 2004).

A Clso dos alcaloides sobre as células da linhagem HepG2 foi ao redor de 25
pug/mL, um valor proximo ao determinado por De Albuquerque Melo et al. (2014) em
estudos sobre a atividade leishmanicida desses alcaloides (Clso = 24.9 = 1.4 g/mL).
Vale ressaltar que aqueles autores testaram esses mesmos compostos em
macrofagos derivados de murinos (linhagem J774) e ndo observaram reducdo na
viabilidade, pelo menos, até a concentracdo de 30,4 ug/mL. Nossos resultados
demonstraram valores de Clso duas vezes maiores para fibroblastos humanos (CD-
1059Sk) em relacdo as células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2). Sendo
assim, é possivel inferir que a mistura de alcaloides € menos citotéxica para as
células normais em relacdo as tumorais.

Estudos mostram que outros alcaloides piperidinicos, como piperina (Clso = 3
pg/mL) e pipermetistina (Clso = 14,35 ug/mL a 28,73 ug/mL) séo efetivos em reduzir a
viabilidade de células HepG2 (NARUKAR; DRAGULL; TANG, 2004; ZENG; WANG;
XING, 2012). Estes mesmos alcaloides também foram citotoxicos contra as

linhagens 4T1 (carcinoma de mama derivado de camundongo) e MCF-7 (DO et al.,
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2013; LI-HUA et al., 2012;). Portanto, considerando os resultados obtidos no
presente estudo e os dados j& reportados na literatura, os alcaloides piperidinicos
sao entidades quimicas que apresentam promissora atividade antitumoral.

Com o objetivo de melhor entender a influéncia dos alcaloides sobre a
viabilidade de células HepG2, ensaios adicionais aos ensaios colorimétricos (MTS e
rezasurina) foram realizados. O ensaio de exclusdo por azul de tripano constitui uma
abordagem metodologica que, ao contrario dos métodos coloriméricos descritos
anteriormente, permitem a distincdo de células viaveis e nao viaveis. Esse aspecto &
extremamente relevante considerando que a reducao na viabilidade celular pode ser
decorrente tanto de inibicdo na capacidade de proliferagdo como na inducdo de
morte (AL-NASIRY et al., 2007; DARZYKIEWICZ et al., 1997; HERMAN et al., 1988;
MANJO; JORIS, 1995; MARLICH; MARKOVIC; WINDER, 1997; McGOWAN et al.,
2011; O'TOOLE et al, 2003; PATEL; TUCKERMAN; DONG 2005; WANG;
HENNING; HERBER, 2010). Os resultados mostraram que houve morte celular em
culturas tratadas com os alcaloides na concentracédo de 40 ug/mL por periodos igual
ou superior a 48h, entretanto o tipo de morte celular associado a atividade citotoxica
dos alcaloides sera futuramente investigado.

Nas mesmas condigcdes em que foram observados aumento na frequéncia de
morte celular, foi possivel identificar, por microscopia de contraste de fase, células
com aspecto morfologico alterado. As células tornaram-se esféricas e perderam, em
grande parte, o contato célula-célula e célula-substrato. A pipermetistina y induz
alteracdes morfolégicas similares as observadas neste estudo, onde 80-90% das
células HepG2, tratadas a 100uM (28,73 pg/mL), se desprenderam do substrato
apos 36 horas de tratamento (NARUKAR, DRAGULL; TANG, 2004). Considerando
gue os filamentos de actina estdo relacionados com a determinacdo da forma
celular, bem como aos processos de adesdo celular, preparacfes citologicas
marcadas para F-actina foram realizadas. Em células tratadas com 20 pyg/mL e 40
pMg/mL, a marcacdo para os filamentos de actina foi difusa sugerindo que houve
drastica desorganizacao desses filamentos.

Na sequéncia o padrdao de organizacdo dos microtubulos foi investigado
considerando sua intima associacdo com os microfilamentos em diferentes
processos biologicos (KORB et al., 2004; YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2007). Os
dados obtidos em relacdo aos microtubulos foram semelhantes aos observados para

os microfilamentos, ou seja, os alcaloides usados na concentracdo de 40 pg/mL
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induz completa desorganizacdo dos microtubulos, embora alteragbes menos
drasticas no padrdo normal de distribuicdo desses elementos do citoesqueleto
tenham sido também observadas em células tratadas com 20 ug/mL.

No presente estudo, ndo foram realizadas abordagens experimentais para
avaliar se os elementos do citoesqueleto sdao alvos diretos ou indiretos dos
alcaloides estudados, entretanto, compostos que interferem na polimerizagcdo de
microtubulos e microfilamentos sdo promissores agentes antitumorais (KORB et al.,
2004; YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2007), uma vez que a dinamica de polimerizacao
dos microtubulos é essencial para a segregacdo normal das cromatides irmas
durante o processo de diviséo celular e a instabilidade dindmica dos microfilamentos
€ essencial para 0s processos citocinese, migracao e invasao (NUNBERG; KITZING;
GROSSE, 2011). Vale ressaltar que o taxol e os alcaloides da Vinca sp., agentes
anti-neoplasicos amplamente utilizados, atuam interferindo na dindmica de
polimerizacdo dos microtibulos (JORDAN; THROWER; WILSON, 1991). Nao
existem relatos na literatura que descrevam a atividade de alcaloides piperidinicos
sobre os filamentos de actina e/ou microtibulos, porém estudos mostram que a
evodiamina e a sanguinarina, alcaloides ndo-piperidinicos, foram efetivos em alterar
a instabilidade dindmica dos microtubulos (HUANG et al., 2005; LOPUS; PANDA,
2006). Em relacdo aos microfilamentos, ndo existem dados reportando a atividade
de alcaloides sobre esse elemento do citoesqueleto. Assim sendo, os que foram
obtidos no presente estudo sdo promissores e sugerem que os alcaloides podem
afetar a capacidade de migracdo em células HepG2, de modo que esse parametro
ser& futuramente investigado.

Ao avaliar o comportamento proliferativo de células HepG2 frente aos
alcaloides ao longo de 72h, foi evidenciado que a densidade celular nas culturas
tratadas por 24h, 48h e 72h foi semelhante ao inoculo inicial. Esses dados indicam
importante atividade antiproliferativa dos alcaloides sobre as células HepG2. Esse
aspecto foi também demonstrado pela determinacéo na frequéncia de mitoses, que
foi significativamente reduzida em culturas tratadas por 24h. Estes dados foram
inicialmente obtidos pela contagem de figuras mitéticas em preparacdes citologicas
coradas por DAPI, mas posteriormente foram confirmados por imunofluorescéncia e
immunoblot usando a histona H3 fosforilada no residuo de serina 10, um marcador
especifico de mitose (DIMITROV, 2001). A alta frequéncia de mitoses é comumente

observada em tumores malignos, e tratamentos direcionados reduzem a proliferacao
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anormal de células transformadas. Dessa forma, compostos capazes de reduzir os
eventos mitoticos representam promissores agentes terapéuticos (CHAN; KO; LI,
2012).

Na sequéncia, 0 ensaio clonogénico foi realizado para avaliar a capacidade
dos alcaloides em inibir proliferacdo por periodos prolongados (FRANKEN et al.,
2006). Considerando que a capacidade de colonizacdo em 6érgaos distantes da
formacdo do tumor primario € um fator relevante do processo de metastase
(FIDLER, 2003), a avaliagdo da capacidade clonogénica in vitro € relevante na
triagem de novos compostos com atividade antitumoral (DAI et al., 2015; HU et al.,
2016; SHI et al., 2015). No presente estudo foi demonstrado que os alcaloides
reduziram significativamente a capacidade de formac&o de colénias pelas células
HepG2. Levando-se em conta que estes compostos também inibem o crescimento
populacional das células em cultura e reduzem a frequéncia de divisdo celular, foi
consistentemente demonstrado a atividade antiproliferativa desses alcaloides
(CHAN; KOH; LI, 2012).

A andlise de progressdo do ciclo celular mostrou que, em resposta ao
tratamento, houve aumento da populagdo celular na fase G1, com concomitante
reducdo na frequéncia de células na fase S. Os dados indicam, portanto, um
boqueio da transicdo G1/S. O mesmo efeito foi observado em células de cancer de
préstata humano e osteossarcoma tratadas com piperina (OUYANG et al., 2013;
ZHANG et al., 2015). Considerando que a transicdo G1/S é critica para a definicao
do comportamento proliferativo (SHERR, 1996), moléculas que inibem essa
transicdo representam promissores agentes antitumorais (ORTEGA; MALUMBRES;
BARBACID, 2002).

A andlise de citometria de fluxo também apontou aumento da populacéo sub-
G1 em culturas tratadas com os alcaloides a 40 pg/mL. Dados similares foram
encontrados por Li-hua et al. (2012) quando trataram a linhagem 4T1 com piperina
(em concentragoes entre 39,95 e 79,89 pg/mL). Yoo et al. (2002) relataram o
aumento da populacdo de células HepG2 em Sub-G1 quando tratadas com o
alcaloide tetrandrina a 14,95 pg/mL. O aumento da populagdo Sub-G1 & um
indicativo de citotoxicidade, considerando que essa populacdo € constituida por
células mortas que apresentam conteudo de DNA inferior a 2C, provavelmente
devido a sua fragmentacdao (QUIAN et al., 1995; VERMES; HAANEN,;
REUTELINGSPERGER, 2000). Considerando que tal citotoxicidade pode estar
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relacionada a diferentes processos de morte celular, novos ensaios devem ser
realizados para avaliar o tipo de morte induzida pelos alcaloides.

Ao concatenar o0s resultados obtidos por diferentes abordagens
metodoldgicas, foi possivel verificar que o tratamento com os alcaloides na
concentragdo de 20 pg/mL foi efetivo em inibir proliferacéo de células HepG2 sendo
esse evento devido, pelo menos em parte, ao bloqueio do ciclo na transicdo G1/S.
Dessa forma, tais condi¢cbes experimentais foram reproduzidas na sequéncia para
determinar os niveis de expressdo de ciclina D1 que, em geral, apresentam-se
elevados em células de CHC (JOO et al.,, 2001; RESNITZKY; REED, 1995). Os
resultados mostraram que os alcaloides efetivamente reduzem os niveis de RNA
mensageiro para ciclina D1 em células HepG2 tratadas em comparacdo ao grupo
controle. O blogueio em G1/S observado previamente esta relacionado, pelo menos
em parte, com a reducao dos niveis de expressao de ciclina D1.

Tem sido descrito na literatura que durante o0 processo de
hepatocarcinogénese, ha uma super ativagdo na via RAF/MEK/ERK com
consequente aumento na expressao de ciclina D (HWANG et al.,, 2004) e, dessa
forma, o perfil de ativacdo de ERK também foi investigado. Os dados mostraram que
os alcaloides reduziram significativamente o perfil de fosforilagdo ERK (Tyr204) em
amostras tratadas quando comparadas ao grupo controle. Portanto, deve-se
considerar que o bloqueio na transicdo G1/S induzido pelos alcaloides seja
decorrente da inativacdo da via MAPKs e reducao no perfil de expressao de ciclina
D. No carcinoma hepatocelular, a desregulacdo da via de sinalizacdo de ERK
também tem sido associada a capacidade de invasdo e metastase (HWANG et al.,
2011). A piperina também reduz os niveis de fosforilagdo de ERK via PKCa induzida
por acetato de miristato forbol (HWANG et al., 2011). Interessantemente, o
Sorafenib, medicamento de escolha para o tratamento de CHC em estagio
avancado, também reduz a fosforilagdo de ERK de maneira concentracdo-
dependende em células HepG2 (LIU et al., 2006).

Os dados obtidos neste estudo demonstram gque esses alcaloides apresentam
proeminente atividade antiproliferativa em células de carcinoma hepatocelular
humano da linhagem HepG2. Portanto, torna-se possivel inferir que o padréao
estrutural de alcaloides piperidinicos 2,3,6-trissubstituidos, como a (-)-cassina e (-)-
espectalina, pode ser um protétipo inovador para o desenvolvimento de novos

compostos que sejam candidatos a terapéutica do cancer.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho mostraram que a mistura de
alcaloides piperidinicos (-)-cassina e (-)-espectalina tem promissora atividade
antitumoral sobre células derivadas de carcinoma hepatocelular.

Quando usados na concentracdo de 20 pg/mL, os alcaloides apresentam
preferencialmente atividade antiproliferativa, ao passo que, séo citotoxicos quando
utilizados na concentracédo de 40 pug/mL por periodos igual ou superior a 48h.

A atividade antiproliferativa esta relaciona a capacidade dos alcaloides em
bloquear o ciclo celular na transicdo G1/S. Este mecanismo ocorre, pelo menos em
parte, pela inibicdo de ERK e, subsequentemente, reducao dos niveis de expressao
de ciclina D1.

Os alcaloides também induziram alteracdo do padrdo de distribuicdo de
microfilamentos e microtubulos, entretanto, abordagens experimentais ndo foram
realizadas para avaliar se os referidos elementos do citoesqueleto representam

alvos diretos dos alcaloides testados.
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Cancer is one of the most critical problems of public health in the world and one of the main challenges for
medicine in this century. Unfortunately, most patients are diagnosed at advanced stage, when the treatment
options are palliative. Consequently, the search for novel therapeutic options is imperative. In the context,
the plants represent an important source for discovering of novel compounds with pharmacological potential
including antineoplastic agents. Herein, we aimed to investigate in vitro antiproliferative and cytotoxic potentials
of an alkaloid mixture derived from Senna spectabilis, (—)-cassine (1) and (—)-spectaline (2). These alkaloids
reduced cell viability in a concentration-dependent manner of six tumor cell lines. From initial screening,
HepG2 cells were selected for further investigations. We show that alkaloids 1/2 have an important antiprolifer-
ative activity on HepGz2 cells due to their ability in inducing cell cycle arrest in G1/S transition. This effect was
associated to ERK inactivation and down-regulation of cyclin D1 expression. In addition, we evidenced a
disruption of the microfilaments and microtubules in a consequence of the treatment. Taken together, the data
showed by the first time that alkaloids 1/2 strongly inhibit cell proliferation of hepatocellular carcinoma cells.
Therefore, they represent promise antitumor compounds against liver cancer and should be considered for
further anticancer in vivo studies.
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1. Introduction

Cancer is one of the most critical problems of public health in the
world and one of the main challenges for medicine in this century.
According to GLOBOCAN 2012, an estimated million new cancer cases
and 8.2 million deaths occurred in 2012 worldwide. Incidence rates
for all cancers combined in economically developed countries are nearly
twice as high as in economically developing countries in both males and
females (Torre et al,, 2012).

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the second most common cause
of death from cancer worldwide (Bum et al., 2010) and, unfortunately,
many cases are still diagnosed at advanced stages when treatment
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options are only palliative (Lorenzi, 1998). Excessive alcohol consump-
tion and Hepatitis B and C virus are important risk factors for HCC
(Nsonde-Ntandou et al.,, 2005; Pivatto et al., 2005). Actually, therapeutic
approaches for HCC at advanced stage include the use of multikinase
inhibitors (Bruix et al., 2012); however, clinical trials have evidenced
just a modest survival benefit. Accordingly, it is relevant to identify
new compounds with promise antitumor activity against HCC.

Plants represent a promise source for discovery of new prototypes
with pharmacological potential, because contain a wide spectrum of
bioactive secondary metabolites (Viegas et al., 2006). Senna is one of
the biggest genus of the Fabaceae family, comprising about 600 species,
many of them widely used in Traditional Medicine. Senna spectabilis
(sin. Cassia excelsa var. Acutifolia, Cassia carnaval, Cassia spectabilis) is
an endemic tree of South America and Africa, very common in Brazil
and Colombia (Bolzani et al., 1995; Jothy et al., 2012; Silva et al., 2010;



