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Citotoxicidade, genotoxicidade e monitoramento do ciclo celular e da inducao de
apoptose, dos alcaloides sanguinarina e cheleritrina, em linhagens celulares
tumoral (HepG2/C3A e MCF-7) e nédo tumoral (MRC-5) humanas

RESUMO

A recorréncia crescente de tumores em seres humanos e 0s graves efeitos secundarios dos
agentes quimioterapicos reduzem a eficécia clinica de uma grande variedade de substancias
anticarcinogénicas utilizadas rotineiramente. Por isso, hd sempre uma constante necessidade de
desenvolver e/ou descobrir drogas alternativas para o tratamento do cancer. Agentes
quimioterapicos procedentes de plantas e derivados, tém se mostrado efetivos para o tratamento
e prevencdo desta doenca. Os alcaloides quaternarios benzo[c]fenantridinas, sanguinarina
(SAN) e cheleritrina (CHE), podem ser encontrados em diferentes plantas da familia
Papaveraceae (Sanguinaria canadensis, Chelidonium majus, Macleaya cordata), entre outras,
e apresentam propriedades bioldgicas de interesse, como atividade citotoxica, genotdxica,
antiproliferativa e apoptdtica. Assim, o presente trabalho objetivou identificar os efeitos
citotoxicos, genotoxicos, sobre a progressdo do ciclo celular e apoptéticos dos alcaloides SAN
e CHE, em diferentes linhagens celulares humanas. Foi observado que a SAN é citotdxica para
células tumorais de hepatoma humano (HepG2/C3A) e fibroblastos ndo tumorais de pulméo
humano (MRC-5), reduzindo efetivamente a viabilidade celular em diferentes tempos e
concentracfes. A andlise da integridade da membrana plasméatica mostrou que a linhagem
tumoral é mais resistente a acdo citotdxica do alcaloide. A andlise do teste do cometa indicou
gue a SAN é mais genotdxica para a linhagem tumoral, enquanto que somente as concentracdes
mais elevadas apresentam o mesmo efeito sobre a linhagem ndo tumoral. A andlise do ciclo
celular indicou uma populagdo de células da linhagem ndo tumoral em sub-G1, o que foi
confirmado pelo ensaio de apoptose, em funcao da reducdo do percentual de células viaveis e
do aumento de apoptose ou necrose. O alcaloide CHE é citotoxico para HepG2/C3A e MRC-5,
reduzindo de maneira dose-dependente a viabilidade celular em diferentes tempos e
concentragdes. A analise da integridade da membrana plasmatica mostrou que a CHE apresenta
acdo citotdxica para ambas as linhagens celulares. A anélise do teste do cometa indicou que a
CHE é mais genotoxica para a linhagem ndo tumoral, enquanto que somente concentraces

maiores apresentam o mesmo efeito sobre a linhagem tumoral. A analise do ciclo celular néo



identificou diferencas estatisticamente significativas na progressao da divisao celular em ambas
as linhagens. Entretanto, o ensaio de apoptose mostrou que as maiores concentracdes avaliadas
reduziram o percentual de células viaveis e aumentaram o de apoptose inicial, nas duas
linhagens. Os efeitos dos alcaloides SAN e CHE também foram avaliados em células de
adenocarcinoma de mama (MCF-7). Foi observado que a SAN é citotdxica para células MCF-
7, reduzindo efetivamente a viabilidade celular em diferentes tempos e concentracées, enquanto
que a CHE foi citotdxica, mas ndo reduziu de forma efetiva a viabilidade celular. A analise da
integridade da membrana plasmatica mostrou que ambos alcaloides ndo interferiram na
viabilidade celular e a analise do teste do cometa indicou que a SAN foi genotdxica para as
células, enquanto que nenhuma das concentracdes avaliadas do alcaloide CHE foi genotdxica.
A anélise do ciclo celular de MCF-7 tratadas com SAN ndo mostrou atrasos, mas indicou uma
populacdo maior em sub-G1, em decorréncia de células apoptoticas ou necréticas, enquanto
gue a CHE ndo causou atrasos no ciclo celular e nem induziu um aumento de células em sub-
G1. Desta forma, os resultados de citotoxicidade, genotoxicidade, analise de ciclo celular e
inducdo de apoptose apresentados no presente estudo, sugerem que, possivelmente, os
alcaloides SAN e CHE sdo promissores agentes para a avaliagdo de novas terapias relacionadas

ao combate do cancer.

Palavras-chave: agentes quimioterapicos, alcaloides benzo[c]fenantridinas, cancer de mama,

cancer de figado, fibroblasto de pulmé&o, morte celular.



Cytotoxicity, genotoxicity, cell cycle monitoring and apoptosis induction of
alkaloids sanguinarine and chelerythrine in human tumoral (HepG2/C3A and
MCF-7) and non-tumoral (MRC-5) cell lines

ABSTRACT

The growing recurrence of tumors in human beings and severe side effects of chemotherapeutic
agents reduce the clinical efficacy of a wide variety of anticarcinogenic substances routinely
used. Therefore, there is always a constant need to develop and/or find alternative drugs for the
treatment of cancer. Chemotherapeutic agents coming from plants and derivatives have proven
effective in the treatment and prevention of this disease. Quaternary alkaloids
benzo[c]phenanthridine, sanguinarine (SAN) and chelerythrine (CHE) can be found in different
plants of the Papaveraceae family (Sanguinaria canadensis, Chelidonium majus, Macleaya
cordata), among others, and have biological properties of interest, as activity, cytotoxic,
genotoxic, antiproliferative and apoptotic. Thus, this study aimed to identify the cytotoxic,
genotoxic, on the progression of the cell cycle and apoptotic of alkaloids SAN and CHE in
different human cell lines. It was observed that SAN is cytotoxic to tumor cells of human
hepatoma (HepG2/C3A) and non-tumor human lung fibroblast (MRC-5), effectively reducing
cell viability at different times and concentrations. Analysis of membrane integrity showed that
the tumor cell line is more resistant to the cytotoxic action of the alkaloid. The comet assay
analysis indicated that the SAN is more genotoxic for the tumor cell line, whereas only the
highest concentrations have the same effect on the non-tumor cell line. The cell cycle analysis
indicated a population of non-tumor lineage cells in sub-G1, was confirmed by the apoptosis
assay, due to the reduction in the percentage of viable cells and increased apoptosis or necrosis.
The CHE alkaloid is cytotoxic to HepG2/C3A and MRC-5, reducing dose-dependent cell
viability at different times and concentrations. Analysis of membrane integrity showed that
CHE presents cytotoxic activity for both cell lines. The comet assay analysis indicated that the
CHE, is more genotoxic for non-tumor cell line, while only higher concentrations have the same
effect on the tumor cell line. The cell cycle analysis did not identify statistically significant
differences in the progression of cell division in both strains. However, the apoptosis assay
showed that the highest concentrations tested reduced the percentage of viable cells and

increased the initial apoptosis, in both strains. The effects of alkaloids SAN and CHE were also



evaluated in breast adenocarcinoma cells (MCF-7). It was observed that the SAN is cytotoxic
to MCF-7 cells, effectively reducing cell viability at different times and concentrations, while
CHE was cytotoxic, but not effectively reduced cell viability. The analysis of plasmatic
membrane integrity showed that both alkaloids did not affect the cell viability and the analysis
of comet assay indicated that the SAN was genotoxic to cells, whereas none of the evaluated
concentrations of alkaloid CHE was genotoxic. The cell cycle analysis of MCF-7 treated with
SAN showed no delays, but indicated a greater population of sub-G1 as a result of apoptotic or
necrotic cells, whereas CHE caused no delay in the cell cycle and did not induce an increase of
cells in sub-G1. Thus, the results of cytotoxicity, genotoxicity, cell cycle analysis and apoptosis
induction presented in this study suggest that possibly the alkaloids, SAN and CHE can be
employed in the development of new therapies related to cancer treatment.

Keywords: benzo[c]phenanthridine alkaloids, breast cancer, cell death, chemotherapy agents,

liver cancer, lung fibroblast.
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1. INTRODUCAO

O céncer € um termo genérico para um amplo grupo de doencas que pode afetar qualquer
parte do organismo. Uma de suas caracteristicas marcantes € a rapida proliferacdo de células
malignas, que muitas vezes ultrapassam as proprias barreiras impostas pelo tecido, invadindo
outras partes do corpo e se alastrando por diferentes 6rgdos, processo este descrito como
metastase. As metastases sdo as principais causas de morte de individuos por cancer, ao redor
do mundo (WHO, 2015).

A quimioterapia € uma estratégia essencial para o tratamento do cancer, mas a sua
eficacia esta restrita a fatores intrinsecos e também a resisténcia adquirida as drogas. Para
contornar a quimiorresisténcia, inimeras pesquisas tém focado na identificacdo de novas drogas
que interfiram nos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento de tumores e
metastases. A natureza € uma rica fonte de inspiracéo para a identificacdo e o desenvolvimento
de novas drogas. Estima-se que aproximadamente 60% das drogas utilizadas na terapia do
cancer sdo derivadas de fontes naturais ou obtidas através da sintese ou modificag8o estrutural
de compostos naturais (DEBITON et al., 2003; SLANINOVA et al,. 2014).

Diversos estudos mostraram que dentre as substancias produzidas por plantas, um grupo
de moléculas em especial, apresenta acdao antimicrobiana, antifungica e anti-inflamatoria, além
de consideravel atividade citotoxica e antiproliferativa, sdo chamados de alcaloides
quaternarios benzo[c]fenantridinas (QBAS). Dentro deste grupo, destacam-se duas substancias,
a sanguinarina (SAN) e a cheleritrina (CHE), que apresentam um alto potencial biotecnol6gico
para 0 desenvolvimento de novos agentes quimioterapéuticos. A acdo destes compostos em
nivel celular esta relacionada com a regulacdo de diversas vias metabdlicas, que interferem na
expressdo génica, por exemplo, e resultam em citotoxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade,
citostase e apoptose, ja& demonstradas em diversas linhagens celulares tumorais humanas
(HAMMEROVA et al., 2011; SLANINOVA et al,. 2014).

Devido a poucos estudos comparativos da acdo dos alcaloides SAN e CHE em células
tumorais e ndo tumorais humanas, bem como seus efeitos em linhagens tumorais com elevada
resisténcia a quimioterapia convencional (tumor de mama, por exemplo) ou com alta
capacidade de metabolizacdo (tumor de figado, por exemplo), desenvolveu-se este trabalho com
o intuito de verificar os efeitos citotoxicos, genotdxicos, monitoramento do ciclo celular e
apoptoticos das referidas substancias. Para tanto, avaliaram-se os seus efeitos sobre a atividade

mitocondrial e integridade de membrana plasmatica, genotoxicidade em nivel de fragmentacédo
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de DNA, andlise do ciclo celular e inducdo de apoptose, nas linhagens celulares humanas
tumorais HepG2/C3A e MCF-7, e ndo tumorais MRC-5.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cancer

E de conhecimento geral que um dos maiores problemas de satde plblica mundial é o
cancer. De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC), e da Organizagdo Mundial da Satde (OMS),
houve 14,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer,
em todo o mundo, em 2012 (Tabela 1). A quantidade de casos de cancer continuard aumentando
nos paises em desenvolvimento e crescerd ainda mais em paises desenvolvidos se medidas
preventivas ndo forem amplamente aplicadas. Nesses, os tipos de cancer mais frequentes na
populacdo masculina foram préstata, pulméo e célon e reto; e mama, colon e reto e pulméo
entre as mulheres. Nos paises em desenvolvimento, os trés canceres mais frequentes em homens
foram pulmao, estbmago e figado; e mama, colo do Gtero e pulméo nas mulheres. Em 2030, a
carga global estimada sera de 21,4 milhGes de casos novos de cancer e 13,2 milhGes de mortes
por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populacdo, bem como da

reducdo na mortalidade infantil e nas mortes por doencas infecciosas (INCA, 2014).

Tabela 1: Mortalidade por cancer ao redor do mundo, em 2012.

Tipo de cancer Total de mortes
Pulméo 1.590.000
Figado 745.000

Estdmago 723.000
Colorretal 694.000
Mama 521.000
Es6fago 400.000

Fonte: WHO, 2015.

Importantes causas de doencas e mortes no Brasil, de 2010 a 2013, as neoplasias
malignas representaram, em média, 13% dos oObitos de causa conhecida, de acordo com 0s
dados do Sistema de InformacGes sobre Mortalidade, constituindo, assim, a segunda causa de

morte na populacdo (INCA, 2015). No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que foi valida
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também para o ano de 2015 (Figura 1), aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil
casos novos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, refor¢cando a magnitude do
problema do cancer no pais. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (182 mil casos novos) sera
0 mais incidente na populacéo brasileira, seguido pelos tumores de préstata (69 mil), mama
feminina (57 mil), c6lon e reto (33 mil), pulmé&o (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do Gtero
(15 mil) (INCA, 2014).

Localizagao primaria casos % Localizagao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 5,4% Cdlon e Reto 17.530 6,4%

Coélon e Reto 15.070 5,0% q Colo do Utero 15.590 5,7%

Estdmago 12.870 4,3% ‘ Traqueia, Bronquio e Pulmdo  10.930 4.0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Estfago 8.010 2,6% , Estémago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% f Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovério 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linforna ndo Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014, por sexo, exceto

pele ndo melanoma (INCA, 2014).

Com relacdo a doenca, pode-se dizer que cancer € a designacdo dada ao conjunto de
manifestacdes patoldgicas caracterizadas pela perda do controle da proliferacdo celular e do
ganho da capacidade de invasao de outros tecidos. O processo de carcinogénese € resultante do
acimulo de multiplas mutacdes que culminam na insensibilidade de controle da célula
cancerigena pelo ambiente celular local e pelo organismo como um todo (SARASIN, 2003). A
progressdo para o tumor maligno é governada por alteracdes essenciais na fisiologia celular,
como auto-suficiéncia nos sinais de fatores de crescimento; insensibilidade aos sinais de fatores
inibitorios de crescimento; evasdo da apoptose; potencial replicativo ilimitado; sustento da
angiogénese; invasdo tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000); além de
reprogramacao do metabolismo energético celular e ativacdo dos mecanismos de evasdo do
sistema imunoldgico, aliados a instabilidade genémica e a inflamagdo, resultando em um
microambiente favoravel para o seu desenvolvimento (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Esses eventos sdo tradicionalmente separados em trés fases: iniciagdo, promocédo e
progressdo. Na fase de iniciacdo, ocorre o dano ao DNA por agentes quimicos, fisicos ou
bioldgicos que predispdem essa célula danificada a instabilidade genética e alteragdes
epigenéticas. A fase de promocao é aquela em que os promotores de tumor agem como

mitdgenos, induzindo a expansdo de clones das células iniciadas. Também ocorrem eventos
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genéticos e epigenéticos adicionais que levam ao acimulo desses clones celulares. A progressao
é caracterizada pelo desenvolvimento irreversivel de mudancas macroscopicas e microscopicas
pelas células ja alteradas, genotipica e fenotipicamente, que agora possuem as caracteristicas
necessarias para a invasao e para a metastase (GESCHER et al., 2001).

2.1.1. Cancer de mama e figado

O céncer de mama emerge como um problema de salde puablica cada vez mais
preocupante em todo o mundo, devido ao crescente aumento nas taxas de incidéncia e
mortalidade associadas a esta desordem. A cada ano, 22% dos casos novos de cancer em
mulheres sdo de mama. No Brasil, a estimativa de novos casos para 2012 foi de 52.680, sendo,
portanto, a maior causa de Obito por cancer na populacdo feminina, e na regido sul do pais
aparece em primeiro lugar entre as mulheres. De acordo com dados da Organizacdo Mundial
da Saude, estima-se que ocorram, por ano, mais de 1.050.000 casos novos de cancer de mama
em todo o mundo (INCA, 2015).

Diversos estudos tém procurado esclarecer e identificar as causas e 0s possiveis fatores
de risco relacionados ao cancer de mama. Alguns desses determinantes estdo bem definidos em
sua relacdo causal com a doenca e outros ainda estdo em fase de investigacdo. Dentre os
principais fatores que predispbem ao cancer de mama, destacam-se: sexo feminino (pois
pessoas do sexo masculino também podem ser acometidas), idade avancada, heranca genética,
histérico prévio de doenca nas mamas, menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade,
primeira gestagdo a termo apds os 30 anos de idade, exposi¢ao & horménios sexuais femininos,
hiperplasia, e portadores de alteragdo no gene BCRA. Além destes, fatores ambientais tais
como, tabagismo, ingestdo dietética, sedentarismo e excesso de peso corpéreo, também tém
sido investigados como fatores promotores de cancer de mama (PINHO; COUTINHO, 2007).

O céancer de mama é um sério problema de satde. Apesar do advento de novas drogas e
estratégias terapéuticas, existe ainda um nimero muito significante de mulheres que morrem
de cancer de mama, acompanhado pela progressdo desta doenca em metastases. Embora o
cancer de mama metastatico responda inicialmente a terapia hormonal, muitos pacientes
apresentam recaidas. Neste contexto, a quimioterapia € normalmente prescrita quando ha baixa
responsividade na terapia hormonal. Apesar de a doxorrubicina e o paclitaxel serem geralmente,
considerados como os medicamentos mais ativos contra o cancer de mama avangado, estes
tratamentos sdo frequentemente descontinuados devido a toxicidade intoleravel e/ou

desenvolvimento de resisténcia a droga (KIM et al., 2008).
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Apesar de ndo estar entre os dez tipos mais incidentes de cancer no Brasil, o carcinoma
hepatocelular (ou hepatocarcinoma) ocorre em uma frequéncia trés vezes maior em homens do
que em mulheres, e representa a terceira maior causa de morte por cancer ao redor do mundo
(ILAN, 2014). A faixa etaria, com maior predominio nos Estados Unidos e Europa, esta
localizada entre a 62 e 72 década, enquanto que, nas areas de grande incidéncia (sudeste da Asia,
Japdo e Africa do Sul), o tumor ocorre em pacientes mais jovens, entre a 32 e 52 década. Os
tumores malignos de figado podem ser divididos em dois tipos: cancer primario (que tem sua
origem no proprio 6rgdo) e secundario ou metastatico (originado em outro 6rgéo e que atinge
também o figado). Dentre os tumores originados no figado, o mais frequente € o
hepatocarcinoma, que é agressivo e ocorre em mais de 80% dos casos. No Brasil, foram
registrados 8.100 casos de morte por este tipo de cancer, em 2011, sendo 4.556 homens e 3.544
mulheres (INCA, 2015).

As terapias atuais para o hepatocarcinoma, que envolvem a ressec¢do do Orgao,
transplante, radioterapia, quimioembolizacdo ou quimioterapia com sorafenib, apresentam
pouca eficacia em alguns casos e ainda estdo distantes do ideal (ILAN, 2014). Assim, h4 uma
necessidade urgente de novas abordagens terapéuticas inovadoras e alternativas para o cancer
que é resistente a terapia convencional. Para superar a resisténcia as drogas anticancerigenas, a
terapia do cancer esta tentando encontrar, entre diversas substancias naturais biologicamente

ativas, um agente citotoxico, apoptotico ou quimiopreventivo eficiente (KIM et al., 2008).

2.2. Alcaloides de plantas

Frente a necessidade de se identificar novas substancias que auxiliem no tratamento de
doencas como o cancer, a ciéncia encontrou uma fonte praticamente inesgotavel de moléculas
com alto potencial biologico: os vegetais. As plantas produzem um vasto nimero de metabdlitos
secundarios, assim chamados porque esses metabdlitos ndo estdo diretamente envolvidos nos
processos de crescimento e desenvolvimento basicos dos vegetais. Muitos destes produtos
naturais das plantas desempenham um importante papel no processo de interacdo do vegetal
com o ambiente, particularmente com o ambiente bidtico, onde tais substancias podem servir
como agentes que atraem polinizadores ou dispersores de sementes, em defesa contra inimigos
naturais ou parasitas, e ainda atuando como aleloquimicos, no processo de competicdo
(KROYMANN, 2011).

Os compostos naturais das plantas determinam o odor e dao sabor aos vegetais, e podem

ter efeitos benéficos ou prejudiciais a saide humana ou dos organismos que 0s ingerirem, o que
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promove uma importante base para a pesquisa farmacéutica. Dezenas de milhares de
metabolitos secundarios de plantas ja foram descritos. Por exemplo, cerca de 21 mil alcaloides,
22 mil terpenoides e 5 mil flavonoides e taninos ja sdo conhecidos, mas isso representa muito
provavelmente, apenas uma fragdo do que esté presente na natureza (KROYMANN, 2011).

Sabe-se que cerca de 60% dos agentes utilizados como drogas para o tratamento do
cancer sao substancias de origem natural. Além disso, diversos estudos mostraram que dentre
os metabdlitos secundarios de plantas, um grupo de moléculas em especial, apresenta
consideravel atividade citotdxica e antiproliferativa, dos quais fazem parte os alcaloides
quaternérios benzo[c]fenantridinas (QBAs) (HAMMEROVA et al., 2011; SLANINOVA et al,.
2014).

Este conjunto de substancias forma um grupo relativamente pequeno de alcaloides
derivados do nucleotideo isoquinolina, que ocorre em muitas espécies de plantas das familias
Papaveraceae, Fumariaceae, Ranunculaceae e Rutaceae. Os mais comuns sdao 0s QBAs que
apresentam em sua estrutura um atomo de nitrogénio quaternario, sendo que 0s mais
representativos sdo a sanguinarina e a cheleritrina, hoje disponiveis comercialmente para
pesquisa (HAMMEROVA et al., 2011; SLANINOVA et al,. 2014).

Os QBAs possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas, dentre as quais, as
atividades antimicrobianas, antifingicas e anti-inflamatorias sdo as mais importantes aplicacdes
praticas destes compostos. O seu uso também se da na formulacdo de produtos higiénicos
dentérios, reduzindo a formacédo de placa bacteriana, e como aditivo alimentar em racdes de
aves, bovinos e suinos (DVORAK et al., 2006).

Os QBAs apresentam multiplos alvos celulares, determinados particularmente por: (i)
reacOes com radicais nucleofilicos e aniénicos dos aminoacidos dos peptideos e das proteinas;
(if) formacdo de complexos moleculares com o DNA, por intercalacdo; (iii) inibicdo das
proteinas quinases C, proteinas quinases C dependentes de calcio ou fosfolipideos, e proteinas
quinases dependentes de AMP ciclico (DVORAK et al., 2006).

O potencial quimioterapico destes alcaloides pode ser atribuido a sua capacidade de
ligagdo ao DNA. Estas moléculas com capacidade de se intercalar entre a dupla fita de DNA
tém desempenhado um importante papel no tratamento dos mais diversos tipos de canceres
humanos. Diversos QBAs foram identificados como fortes agentes intercalantes de DNA.
Alguns estudos mostraram que estes alcaloides exibem um equilibrio estrutural, dependente de
pH, entre as formas imino (carregada) e alcanolamina (ou pseudobase, descarregada). Foi

demonstrado que as formas imino se ligam fortemente ao DNA por intercalagdo, com uma
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maior especificidade para regides ricas em GC, enquanto que as formas alcanolamina nao se
ligam ao DNA (BAI et al., 2006; HOSSAIN; KUMAR, 2009).

2.2.1. Sanguinarina e Cheleritrina

Os alcaloides sanguinarina (13-methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-c]-1,3-dioxolo[4,5-
i]phenanthridinium) e  cheleritrina  (1,2-dimethoxy-N-methyl[1,3]benzodioxolol[5,6-
c]phenanthridinium) apresentam estrutura molecular composta por 4 anéis benzénicos, com
uma substituicdo para nitrogénio na posicdo 5, sendo que as diferencas encontram-se apenas
nas substituicdes dos radicais Rz e R4, como pode ser observado na Figura 2. Essas substancias
sdo metabolizadas por microssomos de células hepéaticas que contém o citocromo P450, e as
formas oxidadas destes alcaloides podem formar adutos de DNA (KAMINSKYY et al., 2006).
Do ponto de vista quimico, ambos alcaloides se interconvertem entre as formas catidnica e
neutra (ou seja, hidroxilada e pseudobase), sendo que ambos penetram a membrana plasmética
da célula no formato apolar de pseudobase (SLANINOVA et al., 2001).

Alkaloid Rs Rs
sanguinarine - -H -H
chelerythrine -CH»- -CHs -CHs -H -H
sanguilutine -CHs -CHs -CHz -CHs -OCHs -H
chelilutine -CHz- -CHs -CHs -OCHs -H
sanguirubine -CHs -CHs -CHo- -OCHs -H
chelirubine -CHz- -CH,- -OCH3 -H
macarpine -CHz- -CHa- -OCHs -OCHs
10-hydroxysanguinarine -CH»- -CHo- -OH -H
10-hydroxychelerythrine -CHa- -CHz -CHs -OH -H
12-hydroxychelirubine -CHs- -CHaz- -OCH3 -OH
fagaridine -CH»- -CHs -H -H -H
NK 109 -CH,- -H -CHs -H -H

Figura 2: Estrutura geral dos principais QBAs. Fonte: SLANINOVA et al., 2014.

Dentre as plantas que apresentam os QBAs tetrassubstituidos sanguinarina (SAN) e
cheleritrina (CHE), podem ser citadas: Sanguinaria canadensis (Papaveraceae, sanguinaria,
cuja seiva radicular e rizomas contém 4-7% destes alcaloides, € as raizes, com cerca de 1,8%),

Chelidonium majus (Papaveraceae, celidonia ou celiddnia maior, cujas raizes possuem 4,5%
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destes alcaloides), e Macleaya cordata (Papaveraceae, papoula plumosa, cujas partes aéreas
contém cerca de 3% destes alcaloides) (KOSINA et al., 2004). Também podem ser encontrados
em Dicranostigma lactucoides, Eschscholtzia californica e Macleaya microcarpa
(MALIKOVA et al., 2006; SUCHOMELOVA et al., 2007). Em algumas plantas, os alcaloides
SAN e CHE ainda sdo acompanhados pelos derivados pentassubstituidos sanguilutina,
chelilutina, sanguirrubina e chelirrubina. As espécies Stylophorum lasiocarpum e M.
microcarpa sdo fontes do alcaloide hexassubstituido macarpina (SUCHOMELOVA et al.,
2007).

Sé&o diversos 0s mecanismos de acao que resultam em citotoxicidade. A citostase, por
exemplo, esta relacionada com a progressao do ciclo celular, e qualquer bloqueio em alguma
destas etapas, pode ocasionar a morte celular programada. A interacdo com os microtubulos é
um mecanismo bésico de citostase que causa atraso no ciclo celular em G2/M. Slaninova et al.
(2001) observaram uma reducdo na rede de microtubulos de células HelLa tratadas com SAN
(ICs50=0,8ug/mL) ou CHE (1Cs0=6,2jug/mL), enquanto que concentracdes maiores por maior
tempo de exposicédo resultaram na completa despolimeriza¢do dos microtdbulos. Entretanto, o
mesmo efeito ndo foi observado para leveduras (até 100ug/mL). A forte acdo inibidora da SAN
foi justificada pela sua facilidade em atravessar a membrana plasmatica da célula na forma de
pseudobase (apolar).

Han et al. (2013) avaliaram a acdo da SAN em diferentes linhagens celulares
cancerigenas de bexiga humana por diferentes testes e verificaram que este alcaloide é
citotoxico em concentracbes de 0,6-1,5 UM, pelo teste do MTT, por 24h. Além disso, a
concentracdo de 1,5uM induziu efetivamente apoptose (em média, 70% de células em sub-G1,
pela analise do ciclo celular, e 50% de células apoptdticas, com exposicdo de fosfatidilserina).
Os autores ainda constataram um aumento na expressdo de genes pré-apoptoticos, caspases-8,
-9 e -3, e maior producdo de espécies reativas de oxigénio, evidenciando o potencial
quimioterapéutico desta substancia.

Tsukamoto et al. (2011) também avaliaram a atividade quimioterapéutica da SAN em
células de carcinoma escamoso oral, e verificaram que o alcaloide possui atividade
antiproliferativa, pelo teste do MTT (ICso=1uM), por 72h; suprime o crescimento independente
de ancoragem; e induz apoptose pela ativacdo de caspases e alteracdo da razdo Bcl-2/Bax,
inibindo efetivamente o processo de tumorigénese.

O ¢6leo de argemone, extraido das sementes de Argemone mexicana (cardo-santo ou
papoula-mexicana), € um contaminante comum do éleo de mostarda, e contém significativas

fragOes de SAN e dihidrossanguinarina. Estes alcaloides causam quadros graves de hidropsia
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em humanos e sdo 0s responsaveis por sua elevada toxicidade, mutagenicidade e
genotoxicidade em camundongos, causada principalmente, pela geracao de espécies reativas de
oxigénio e sua capacidade de intercalar com o DNA (ANSARI et al., 2004, 2005, 2006).

Ahmad et al. (2000) compararam os efeitos citotoxicos e apoptoticos da SAN em células
de carcinoma epidermoide humano (A431) e em queratindcitos normais humanos (NHEKS), e
verificaram que a citotoxicidade € um evento dose-dependente da concentracdo do alcaloide
avaliado para as células, pelo teste de exclusdo com azul de trypan. Por sua vez, o estudo de
apoptose por fragmentacdo do DNA mostrou que as células cancerigenas sdo mais sensiveis,
uma vez que concentracfes mais baixas (1-5 uM) de SAN induzem a quebra do material
genético, enquanto que apenas concentracdes mais elevadas (10uM) apresentam igual efeito
sobre as células normais. Em contraste, Debiton et al. (2003) identificou sensibilidade similar
para a SAN em diferentes linhagens de células normais e tumorais.

Choi et al. (2009) demonstraram que concentragcdes subtoxicas de SAN (menores que
1uM) sdo eficientes em sensibilizar células de adenocarcinoma humano para o tratamento com
ligantes indutores de apoptose relacionados a fatores de necrose tumoral (TRAIL), indicando
uma acdo adjuvante desta substancia ao tratamento quimioterapéutico convencional. Foi
constatado que o co-tratamento com estas substancias aumenta o nimero de células em
apoptose, observada por citometria, além de causar um aumento na fragmentacao do DNA.

A atividade citotdxica da CHE foi estudada por Zhang et al. (2011), em células de
hepatoma humano (SMMC-7221). Os autores verificaram pelo teste do MTT que o tempo de
exposicdo e a concentracdo afetam diretamente a viabilidade celular (ICso = 9,7, 6,3 € 4,2
pg/mL, em 24, 36 e 48 horas, respectivamente). Além disso, analises morfoldgicas e de
citometria indicaram inducdo de apoptose por exposicdo de fosfatidilserina, atraso do ciclo
celular em S e fragmentacdo de DNA. A despolarizacdo da membrana mitocondrial, liberacao
de citocromo c, ativacdo de caspases-3 e reducdo nos niveis de proteinas antiapoptéticas
(familia Bcl-2 e Bcl-xI) foram indicadas como as causas da inducdo de apoptose da CHE nesta
linhagem celular.

Funakoshi et al. (2011) mostraram que CHE (0-20 pM) induz rapidamente a morte
celular programada em células derivadas de cardiomidcitos (H9c2), até 8 minutos apds a
exposicao ao alcaloide. A atividade proteolitica das caspases-9 e -3, mediadoras cruciais da via
de apoptose mitocondrial, foi observada apos 6 minutos de exposicao das células ao alcaloide.
Os autores propuseram que este efeito apoptotico rapido esté relacionado com vias alternativas
de morte celular ainda pouco caracterizadas, e ndo com a producdo de espécies reativas de

oxigénio, que ocorre nas mitocondrias. Entretanto, Kumar e Acharya (2014) verificaram que a
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inducdo de apoptose pela via mitocondrial é diretamente conduzida pela elevada producao de
espeécies reativas de oxigénio, em células DL de linfoma murino.

Kumar et al. (2015) observaram que o tratamento com CHE resulta na ativagéo da via
de apoptose dependente da proteina p53, com aumento significativo nos niveis desta proteina e
de seu mRNA, também em células DL. Ademais, o aumento de citocromo c citosolico,
caspases-9 e -3 e fragmentacdo de DNA confirmaram a ativacdo de vias de apoptose
independentes de p53 em células que ndo expressam esta proteina, sugerindo a utilizacao deste
alcaloide para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento de outros tipos de
canceres humanos.

Os metabdlitos da biotransformacdo da CHE por enzimas de fase I e fase 1, em cultura
de hepatécitos humanos foram analisados por diferentes técnicas de cromatografia liquida e
espectrometria de massa, por Vacek et al. (2013). Estes autores encontraram 11 e 5 metabolitos
da CHE para enzimas de fase I e 11, respectivamente, e 11 e 6 metabdlitos da dihidrocheleritrina
para enzimas de fase | e Il, respectivamente. Os metabdlitos mais abundantes da CHE
(dihidrocheleritrina e sua forma desmetilada) tiveram sua citotoxicidade avaliada em cultura
primaria de hepatécitos humanos, pelos testes do MTT. Ambos os metabdlitos ndo foram
citotoxicos (0-50 pM), indicando uma diminuicdo dos efeitos toxicos destes produtos da
biotransformacédo da CHE.

Igualmente, dois alcaloides derivados da CHE isolados de raizes da planta medicinal
africana Zanthoxylum capense, dihidrocheleritrina e 6-acetonildihidrocheleritrina, foram
testados em células de carcinoma de célon humano (HCT116). O primeiro alcaloide ndo foi
citotoxico (5-50 pM, por 48h) pelo teste do MTT, enquanto que o0 segundo apresentou elevada
citotoxicidade pelo mesmo teste, reduzindo em 95% a viabilidade celular (20puM), além de
induzir altas taxas de apoptose, com ativacao de caspases-3 (MANSOOR et al., 2013).

Habermehl et al. (2006), estudando o efeito da droga anticancer Ukrain® (Nowicky
Pharma, Austria), composta por QBAs isolados de Chelidonium majus (principalmente SAN,
CHE, celidonina, protopina e alocriptopina), observaram potente efeito despolarizador da
membrana mitocondrial e ativador de caspases, com consequente morte celular programada,
em células de linfoma-T de Jurkat.

Kaminskyy et al. (2008) verificaram que a inducdo de apoptose pelos alcaloides SAN e
CHE em celulas de leucemia humana CEM-T, é acompanhada por um rapido acréscimo de
citocromo c citosélico que precede a ativacdo de caspases-8, -9 e -3. Durante a inducdo de
apoptose, os alcaloides rapidamente produziram espécies reativas de oxigénio, contribuindo

para a perda do potencial de membrana mitocondrial, enquanto que a fracdo de proteinas Bax,



23

Bcl-2 e Bel-XI nédo sofreram alteracGes significativas. Os autores também observaram uma
intensa atividade genotdxica dos alcaloides pelo teste do cometa.

Hammerova et al. (2011), estudando os efeitos dos alcaloides SAN e CHE, observaram
uma potente agdo anti-proliferativa em células de melanoma maligno e uma forte atividade
apoptotica, provavelmente mediada pelo decréscimo de proteinas anti-apoptoticas (Bcl-xL,
Mcl-1, XIAP), acompanhada por perda de potencial da membrana mitocondrial e clivagem de
caspases-3. Este estudo também levou em consideracéo a atividade da proteina p53 nas células
analisadas, porem a toxicidade dos alcaloides foi a mesma, independente da funcionalidade
desta proteina.

Malikova et al. (2006) comparou os efeitos da SAN e CHE sobre linhagens normais de
fibroblasto de gengiva e tumorais de prostata (DU-145 e LNCaP, respectivamente) e observou
uma maior sensibilidade para os fibroblastos de DU-145 do que para LNCaP. SAN foi
identificada como um inibidor da proteina survivina, que seletivamente mata células tumorais
da prostata, mas nao células epiteliais deste mesmo 6rgao (SUN et al., 2010).

SAN e outros extratos contendo QBAs exibem uma baixa toxicidade oral aguda (LDso
= 1,7 e 1,4 g/kg, respectivamente, em ratos). Em estudos subcronicos, poucas evidéncias de
toxicidade relacionadas aos QBAs foram descritas (doses > 30mg/kg/dia, em ratos e macacos)
(WALTEROVA et al., 1995).

Chan (2011), avaliando os efeitos teratogénicos dos QBAS, mostrou que blastocistos de
camundongos tratados com SAN (0,5-2 uM) exibem um aumento significativo no nimero de
células em apoptose e um correspondente decréscimo do numero total de células que o
constituem. Consequentemente, a taxa de implantacdo dos blastocistos tratados com SAN
também foi menor que o observado para o controle.

Das et al. (2004) verificaram a habilidade da SAN em induzir clastogenicidade e dano
ao DNA pelo aumento das trocas entre cromatides irmas, em medula éssea de camundongos,
por 24h. Doses de 5, 10 e 15 mg/kg de peso corporeo ndo foram citotoxicas, mas induziram
uma resposta positiva e dose-dependente para a clastogenicidade e para a frequéncia de trocas
entre cromatides.

De Stefano et al. (2009) avaliaram a atividade antitumoral da SAN (5 mg/kg/dia)
utilizando células de melanoma murino (B16) inoculadas em ratos e células de melanoma
humano (A-375) inoculadas em camundongos imunodeficientes. Em ambos 0s casos, 0S
tratamentos com SAN inibiram significativamente o crescimento do tumor em comparagao ao
controle. Além disso, SAN exibiu uma marcante atividade antiangiogénica e ndo foram

observados efeitos colaterais ou toxicidade em decorréncia do tratamento com o alcaloide.
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Zdarilova et al. (2008), avaliaram a suplementacdo alimentar de ratos Wistar com partes
aéreas de Macleaya cordata, que contém fracdes significativas de QBAS, nas concentracdes de
100, 7.000 e 14.000 mg/kg de racdo, por 90 dias. Foram monitorados os pesos corporeos e de
6rgdos; marcadores clinicos e hematoldgicos; parametros de estresse oxidativo; morfologia da
lingua, figado, ileo, rim e coracdo; e citocromo P450 total do figado. Os resultados nédo
mostraram diferencas significativas entre controles e tratamentos, exceto para 0 grupo que
recebeu maior suplementacdo da planta, que apresentou maiores niveis de atividade no figado
para as enzimas antioxidantes glutationa redutase e superéxido dismutase.

A suplementacéo de racdes para suinos com SAN e CHE (até 5mg/kg de peso corpdreo
do animal, na propor¢cdo SAN/CHE 3:1) ndo acarretou em implicacbes aparentes na saude
destes animais. Ap6s 90 dias de administragdo, os alcaloides foram quantificados em diferentes
tecidos. A maior taxa de retengdo foi detectada na gengiva (0,55mg/g) e no figado (0,15mg/g),
ndo sendo detectados nos musculos. A concentracdo plasmatica de SAN foi de 0,11mg/mL.
Ndo foram observadas diferencas hematoldgicas, bioquimicas ou histoldgicas quando os
resultados de SAN foram comparados aos dos controles. Ainda no figado, ndo foi detectada
nenhuma evidéncia de adutos de DNA relacionados a SAN/CHE (KOSINA et al,. 2004).
Similarmente, Stiborova et al. (2008) avaliaram pelo teste do cometa o potencial genotdxico de
racdes suplementadas com os alcaloides SAN e CHE, e ndo encontraram danos ao DNA em

linfocitos e hepatocitos de ratos Wistar, apds 90 dias de administragdo.

2.3. Genética toxicologica
A avaliacdo da toxicidade genética e/ou atividade carcinogénica € um elemento

essencial dos programas de monitoramento empregados para proteger a sadude humana. O
estudo da genética toxicol6gica é vital para a avaliacdo dos agentes encontrados em diferentes
cenarios ambientais e ocupacionais (ar urbano, escapamentos de veiculos, etc.), bens de
consumo (corantes de tecido, pesticidas, produtos do tabaco, etc.), alimentos, aditivos
alimentares e substancias que entram em contato com alimentos (pesticidas, plastificantes, etc.),
e produtos terapéuticos (medicamentos, produtos naturais para a salde, dispositivos médicos,
etc.). Além disso, um estudo detalhado da genotoxicidade pode proporcionar um entendimento
mais profundo dos processos que estdo relacionados a formacédo de lesdes no DNA e a mutagédo
(AVANCINI et al., 2015).
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2.3.1. Citotoxicidade

As células respondem rapidamente ao estresse toxico alterando as taxas metabdlicas, o
crescimento celular ou a transcricdo genética para controlar suas fungdes celulares basicas.
Assim, a citotoxicidade pode ser considerada como o potencial de um composto para induzir a
citostase ou até mesmo a morte celular (EISENBRAND et al., 2002).

Desta forma, testes de citotoxicidade in vitro sdo Uteis e necessarios para definir a
citotoxicidade basal, ou seja, a capacidade intrinseca de um composto para provocar a morte de
células como consequéncia dos danos nas funcdes celulares basicas. Testes de citotoxicidade
também sdo necessarios para definir a faixa de concentracdo a ser testada com relacdo aos
parametros de genotoxicidade, mutagenicidade ou morte celular programada (EISENBRAND
etal., 2002).

Existem compostos que apresentam elevada citotoxicidade, e assim, sdo capazes de
inibir as divisdes celulares. No caso de células em cultura, a citotoxicidade pode ser avaliada
calculando-se o crescimento das células como uma estimativa de confluéncia, por meio de testes
colorimétricos, por um teste de sobrevivéncia ou de eficiéncia na formacéo de colbnias, entre
outros (TAKAHASHI, 2003).

2.3.2. Genotoxicidade

A descoberta do DNA como o material genético por Avery, MacLeod e McCarthy
(1944), e a descricdo da sua estrutura por Watson e Crick (1953), indicou que o DNA é o alvo
celular de diferentes agentes que podem provocar mutacées (LOEB; HARRIS, 2008).

O DNA constantemente € atacado por agentes quimicos, incluindo espécies reativas de
oxigénio, fatores ambientais, agentes bioldgicos, virus, e agentes fisicos. Os danos que
acometem o DNA estdo associados com a etiologia de diversas doencas graves, dentre elas,
lesbes oxidativas que implicam no desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas, de envelhecimento, e a sua relevancia patolégica estd em varias fases do
processo carcinogénico (GYORI et al., 2014).

A integridade do DNA ¢é fundamental para a sobrevivéncia e manutencdo da homeostase
celular. Assim, o DNA danificado por uma fonte exdgena (por exemplo, produtos quimicos ou
irradiacdo) ou endogena (por exemplo, erros de replicagdo ou metabolitos reativos),
desencadeia uma resposta de sinalizagdo. Esta resposta aos danos pode reter o ciclo celular ou
ativar o mecanismo de reparo adequado, mas se o dano for irreparavel, pode levar a morte
celular (STECHOW et al., 2014).
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Desta forma, genotoxicidade é a capacidade que alguns agentes possuem de induzir
alteracdes no material genético. Assim, agentes genotdxicos tém como propriedade causar
lesbes gendmicas que sdo passiveis de correcdo pelo sistema de reparo de erros do DNA, no
entanto, se ndo reparadas, podem resultar em mutagdes (GONTIJO; TICE, 2003; MAURICI et
al., 2005; EASTMOND et al., 2009).

2.3.3. Inducéo de Apoptose

A morte celular programada, ou apoptose, € um processo geneticamente regulado que
desempenha um papel essencial no desenvolvimento e homeostase dos organismaos superiores,
removendo harmonicamente células dos tecidos, sem ativacdo de processos inflamatorios.
Falhas no controle deste mecanismo podem contribuir para o desenvolvimento de diversos tipos
de doencas ou até mesmo de malignidades (HUSSAIN et al., 2007; SCHARPER,;
REUTELINGSPERGER, 2013).

A apoptose constitui um processo fisiolégico de morte celular que envolve a ativacao
de complexos proteoliticos intracelulares. Neste cendrio, proteases intracelulares especializadas
intracelulares, conhecidas como caspases, sdo as responsaveis pelo processo de apoptose, que
cliva uma gama de substratos celulares, levando a alterac6es morfologicas e finalmente a morte
celular (FISCHER et al., 2003). Diversas evidéncias mostram que as caspases podem ser
ativadas por sinais extrinsecos (dependentes de sinais especificos de morte que se ligam a
receptores de membrana) ou intrinsecos (independentes de receptores de membrana, uma vez
que essa rota é desencadeada por sinais mitocondriais) (HABERMEHL et al., 2006;
SCHARPER; REUTELINGSPERGER, 2013).

A mitocéndria também desempenha um papel na atividade quimioterapéutica de uma
série de substancias relacionadas com a morte celular. Danos mitocondriais que envolvem a
permeabilidade da membrana mitocondrial externa ativam uma série de eventos que conduzem
a célula a morte. A ativacdo da via intrinseca de apoptose envolve a liberacdo de citocromo c e
outros fatores prd-apoptoticos do espago intermembranas. No citosol, o citocromo c se liga ao
fator de ativacdo de proteases apoptéticas (APAF-1), formando o complexo conhecido como
apoptossomo, que recruta e ativa procaspases-9, dando inicio a cascata de eventos que
conduzem a apoptose (HABERMEL et al., 2006). Uma das consequéncias da disfuncdo
mitocondrial € uma producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio. O oxigénio é
inicialmente convertido no anion superoxido e o estresse oxidativo resulta em danos de
componentes celulares, incluindo outras estruturas mitocondriais, que eventualmente também

podem induzir a apoptose. Diversas outras caracteristicas das células apoptoticas, como a perda
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de viabilidade celular, fragmentacdo do DNA ou condensacdo da cromatina sdo caracteristicas
Uteis para monitorar a apoptose (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

A inducdo de apoptose € um mecanismo comum da acéo citotoxica da maioria das
drogas indutoras de dano ao DNA, e também das radiagdes. No entanto, as células tumorais s&o
frequentemente caracterizadas por alteragdes em genes que codificam para proteinas
sinalizadoras de sobrevivéncia ou apoptose. Neste sentido, um aumento nos niveis de proteinas
anti-apoptoticas ou uma diminui¢do dos niveis de proteinas pré-apoptéticas, pode causar
resisténcia adquirida ou intrinseca, contra a inducdo de apoptose por dano ao DNA, causado
por drogas antineoplasicas ou radia¢des ionizantes, que deste modo, contribuem para a falha no
tratamento e ao baixo prognostico clinico. Assim, novas substancias citotoxicas,
antiproliferativas e apoptdticas ou que induzam rotas alternativas de morte celular, podem ser
utilizadas para superar a resisténcia ao tratamento convencional de tumores (SCHOLZ et al.,
2005; HABERMEHL et al., 2006).

2.4. Bioindicadores

O estudo epidemioldgico do cancer e da maioria das doengas crénicas depende cada vez
mais do uso de biomarcadores moleculares, ou seja, de parametros celulares ou bioquimicos
que podem ser medidos de forma ndo invasiva, e que normalmente, ddo uma indicacdo da
exposicao ocupacional ou ambiental de um individuo a agentes mutagénicos ou carcinogénicos.
Nesse sentido, os biomarcadores podem fornecer informac6es sobre diferencas individuais de
resisténcia a tais agentes, como os fatores genéticos e os fatores comportamentais. Em alguns
casos, podem ainda, detectar fases precoces do desenvolvimento de doencas ou ainda indicar o
risco no futuro (COLLINS et al., 2014).

2.4.1. Ensaio do MTT

Os ensaios de citotoxicidade em cultura de células podem ser baseados em ensaios
colorimétricos, como é o caso do Ensaio do MTT. O MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazolio) é um sal de tetraz6lio que é reduzido para formazan (1-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-3,5-difenilformazan) por células vivas (MOSMANN, 1983; BERNAS;
DOBRUCKI, 2002). Esse ensaio avalia a sobrevivéncia celular, pois, baseia-se na capacidade
da succinato desidrogenase, uma enzima do ciclo de Krebs, ativa em mitocondrias de células
vivas, converter o sal tetrazolio, hidrossolivel e de cor amarelada, em cristais de formazan, de

coloragéo roxa. Portanto, somente células vivas conseguem fazer essa conversdo, indicando
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atividade mitocondrial e consequentemente, a viabilidade celular (COLLIER; PRITSOS, 2003)
(Figuras 3 e 4).
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Figura 3: Conversdo do sal tetrazélio pela succinato desidrogenase em cristais de formazan. Fonte: NGUYEN et

al., 2013.

Figura 4: Teste de citotoxicidade do MTT em células HepG2/C3A, apds 48 h. A: células do grupo controle; B:
células do grupo controle posteriormente tratadas com MTT; C: células tratadas com o agente citotdxico metil
metanossulfonato; D: células tratadas com o agente citotoxico metil metanossulfonato e posteriormente MTT.
Aumento: 100x. Fonte: Laboratdrio de Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

Partindo deste pressuposto, o formazan produzido por suspensdes celulares
correlaciona-se diretamente com o nimero de células vivas metabolicamente ativas. Assim, o

ensaio colorimétrico do MTT € utilizado como um ensaio para a proliferacdo celular.
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Indiretamente, a morte celular pode ser quantificada pela determinacdo da porcentagem de
células viaveis (CLEMENT et al., 1998).

Embora a reducdo do MTT seja geralmente atribuida a atividade da cadeia respiratoria
mitocondrial, ela também tem sido relacionada com as enzimas ndo mitocondriais, presentes
no citoplasma ou em outros compartimentos citoplasmaticos (BERNAS; DOBRUCKI, 2002).
Em uma linhagem de células derivadas de medula dssea verificou-se que a maior parte da
reducéo de MTT celular ocorre no exterior da membrana mitocondrial interna. Em outro estudo,
com uma linhagem de células derivadas de tumores de cérebro de rato, observou-se que 0 MTT
ndo foi reduzido exclusivamente na mitocéndria, mas também em vesiculas intracelulares,
algumas das quais foram identificadas como endossomos e lisossomos. Além disso, foi
observado que o MTT ndo se difunde através da membrana plasmética, mas € tomado por
endocitose (LIU et al., 1997).

Contudo, Collier e Pritsos (2003) indicaram que 0s processos oxidativos, bem como
outras cadeias mitocondriais enzimaticas de elétrons, possam ser responsaveis pela
metabolizacdo do MTT. Assim, o0 aumento da viabilidade celular é inversamente proporcional
a quantidade de oxigénio reativo liberado pelas células. Deste modo, o ensaio de citotoxidade

do MTT é considerado um método rapido e confiavel.

2.4.2. Ensaios de Viabilidade Celular

Os testes de citotoxicidade sdo de fundamental importéncia, pois sdo capazes de detectar
compostos que induzem a morte celular por diversos mecanismos, revelando indmeros
compostos aos quais a exposicdo pode induzir a morte celular (LOVELAND et al., 1992).

O ensaio de viabilidade celular pelo método de exclusdo do Azul de Trypan € uma das
técnicas mais simples utilizadas para avaliar a citotoxicidade, pois este corante, ao penetrar a
membrana plasmatica das células, é transportado ativamente para fora do citoplasma das células
viaveis, portanto, sé consegue permanecer nas células caso haja a ruptura da membrana
plasmaética, um sinal caracteristico que antecede a morte celular. As células vivas apresentam-
se arredondadas, transparentes, com a membrana refringente e os limites nitidos (Figura 5). A
contagem de células é determinada por amostragem, utilizando a camara de Neubauer e
microscopio de luz (SHMALZ, 1994).
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Figura 5: Célula HepG2/C3A viavel (refringente) e ndo vidvel (azul), observadas ao microscopio de luz (400x).

Fonte: Laboratdrio de Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

Os testes de viabilidade também sdo importantes para a avaliacdo dos testes de
genotoxicidade, ao mostrar se a populacdo das células estudadas é satisfatoria (>80%); se 0
tratamento com o possivel agente genotdxico pode estar causando a morte celular, impedindo
a verificacdo da acdo genotoxica; ou ainda, se o agente interfere na velocidade do ciclo celular,
interferindo na curva de crescimento por atrasos no ciclo, ou inducdo de apoptose, ou seja, 0
comportamento celular frente as condigdes do ambiente ao qual estdo expostas (EISENBRAND
etal., 2002; DITTMAR et al., 2012).

A estimativa da viabilidade de uma populacédo de células pode também ser mensurada
por citometria de fluxo a partir de um principio bastante simples: células mortas sofrem leséo
de membrana. Células que morrem pela via necrética, diferentemente da via apoptotica, perdem
rapidamente a integridade da membrana, dando passagem a corantes fluorescentes sollveis
(como o iodeto de propideo), que podem substituir ou complementar o método de exclusao com
azul de trypan. Assim, a diferenca de fluorescéncia entre células vidveis e mortas pode ser
rapidamente obtida pela citometria de fluxo (WEAVER, 1998) (Figura 6).
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Figura 6: Analise da integridade da membrana plasmatica em células HepG2/C3A por captacdo de iodeto de
propideo, em citometria de fluxo (V1-L: células viaveis, menor fluorescéncia; V1-R: células inviaveis, maior
fluorescéncia). A: controle; B: tratamento com o agente citotoxico camptotecina. Fonte: Laboratdrio de
Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

2.4.3. Teste do Cometa

O teste do cometa, também conhecido como eletroforese de célula Gnica em gel (Single
Cell Gel Eletrophoresis, SCGE), é um método simples, sensivel e confiavel para o estudo de
danos ao DNA induzidos por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos (OSTLING; JOHANSON,
1984; OLIVE; BANATH, 2006). A técnica se baseia na incorporacéo de células em agarose e
lisadas, seguida por eletroforese. Durante a eletroforese, fragmentos de DNA, que apresentam
carga negativa, migram através de um gel de agarose em resposta a um campo elétrico. A
extensdo da migracao do DNA depende diretamente do dano presente nas células (TICE et al.,
2000). Apds a corrida eletroforética, os danos podem ser visualizados sob a forma de cometa,
pelo fato do DNA danificado e fragmentado migrar para o anodo.

Ostling e Johanson (1984) introduziram o método de eletroforese em microgel para
medir quebras no DNA sob condicéo de pH neutro. No entanto, enquanto as condi¢des neutras
para a lise e eletroforese permitem a deteccdo de quebras de cadeia dupla, ndo permitem a
deteccdo das quebras de cadeia simples. Muitos agentes induzem de cinco a duas mil vezes
mais quebras de fita simples do que de fita dupla, portanto, condigdes neutras ndo sdo téo
sensiveis como condigdes alcalinas na deteccéo de danos no DNA. Condigdes alcalinas também
resultam na degradacdo de RNA, que poderia interferir na quantificacdo das amostras coradas
com brometo de etidio. Dessa forma, a avaliacdo de danos no DNA em células individuais em
condigdes alcalinas, otimiza a desnaturacdo do DNA e a sua migragdo, permitindo assim, uma

avaliacdo de quebras de cadeia simples em locais alcali-labeis (SINGH et al., 1988). Assim, 0
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ensaio do cometa na forma alcalina foi rapidamente adotado para uso em testes de
genotoxicidade, tanto in vivo quanto in vitro e se mantém na sua forma mais comumente
utilizada (COLLINS et al., 2014).

Além disso, o teste do cometa oferece vantagens considerdveis quando comparado a
outros metodos de citogenética usados na deteccdo de danos no DNA, tais como, estudo de
trocas entre cromatides irmds, teste do micronlcleo e aberracdo cromossdmica. Ndo ha
necessidade de que as células estejam em um estado de divisdo para detectar o dano (JHA,
2008). Em razdo disso, é amplamente utilizado na genética toxicologica, biomonitoramento,
estudos nutricionais e estudos de cancer, por ser relativamente simples, flexivel, de resultados
rapidos e pequenas gquantidades da substancia teste sdo suficientes para conduzir um
experimento (TICE et al., 2000).

A andlise dos cometas gerados pode ser feita visualmente ou de maneira automatizada,
com programas computacionais proprios. De acordo com Collins (2004), existe grande
concordancia entre os resultados obtidos pelas duas maneiras de analise.

Os cometas podem ser classificados em: classe 0 — nucleoides ndo danificados e que ndo
apresentam cauda; classe 1 — nucleoides com cauda menor que o diametro do nucleoide; classe
2 —nucleoides com cauda de tamanho entre uma e duas vezes o didmetro do nucleoide; classe
3 — nucleoides com cauda duas vezes maior que o diametro do nucleoide (SPEIT et al., 2006)
(Figura 7).

Figura 7: Microscopia de fluorescéncia de células MRC-5 submetidas a eletroforese. Os cometas estdo

classificados de acordo com o nivel de danos: classes 0, 1, 2 e 3 (1000x). Fonte: Laboratério de Mutagénese e

Monitoramento Ambiental.

Algumas células quando expostas a agentes que fragmentam o DNA nem sempre
apresentam migracdo no formato de cometa, apos a eletroforese. Nesses casos, formam-se
pequenas caudas com grande quantidade de DNA presente na cauda, e ndo no nucleoide. Estas
sdo muitas vezes referidas como “nuvens” ou “ourigos”, e acreditava-se que esses cometas

representavam células mortas, apoptdticas ou necréticas. No entanto, elas simplesmente
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representam células com altos niveis de danos, mas ainda com potencialidade de reparo e
consistente com a viabilidade. Assim, o cometa “ouri¢o’ é um termo erroneamente considerado,
por muitos, como sindnimo de morte celular, o que deve ser possivelmente abandonado. Assim,
a presenca de cometas “ourico” ndo ¢ um sinal de citotoxicidade, dessa forma, testes de
genotoxicidade devem ser sempre acompanhados por um ensaio de citotoxicidade de confianca
(LORENZO et al., 2013; COLLINS et al., 2014).

2.4.4. Anélises por citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica amplamente empregada para o estudo de células
individuais, que consiste na marcacdo de estruturas especificas (&4cidos nucleicos, proteinas,
carboidratos, lipideos, etc.) com fluoréforos ou corantes fluorescentes, cuja emissdo é captada
e quantificada. Esta técnica tem contribuido significativamente para o conhecimento do ciclo
celular, normalmente levando em consideracdo a quantidade de DNA. Os estudos podem ser
realizados com corantes especificos para 0 DNA, como o iodeto de propideo, sendo que a
fluorescéncia emitida € proporcional a quantidade de DNA presente nas células (JAYAT,;
RATNAUD, 1993).

Para uma populacdo em crescimento exponencial, algumas células tém quantidade 2C
de DNA (fases GO e G1); algumas tém quantidade 4C de DNA (fases G2 e M); e outras tém
quantidade intermediaria entre 2C e 4C (fase S), uma vez que ainda estdo em fase de sintese de
DNA (JAYAT; RATNAUD, 1993). Celulas em sub-G1 sdo consideradas mortas em

decorréncia da apoptose ou necrose (Figura 8).
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Figura 8: Dot plot (A) e histograma (B) da quantidade de DNA marcado com iodeto de propideo, em células
HepG2/C3A, analisadas por citometria de fluxo. Em A, a rea em vermelho corresponde a populago de células
contabilizadas; as areas em verde ndo foram contabilizadas. Em B: pico marrom: células em sub-G1; pico rosa:
células em G1; pico verde: células em S; pico azul: células em G2/M. Fonte: Laboratério de Mutagénese e
Monitoramento Ambiental.

As células podem atrasar temporariamente o ciclo celular nos diferentes pontos de
checagem com o objetivo de: (i) reparar o dano celular; (ii) dissipar sinais de estresse celular
exogenos; (iii) disponibilidade de fatores de crescimento essenciais, hormoénios ou nutrientes.
O monitoramento dos pontos de checagem também pode resultar na ativacao das vias de morte
celular programada caso os danos celulares ndo possam ser devidamente reparados. Falhas nos
pontos de checagem do ciclo celular podem resultar em mutagdes génicas, danos
cromossomicos e aneuploidias, contribuindo para 0s processos de tumorigénese
(MALUMBERS; BARBACID, 2009).

O ensaio com anexina V detecta a apoptose pela identificacdo da perda de assimetria da
bicamada fosfolipidica da membrana plasmatica de culturas de células, tecidos e embrides.
Trata-se de uma proteina com 35-36 kDa dependente de Ca?* que se liga forte e especificamente
a residuos de fosfatidilserina, expostos no folheto externo da membrana plasmaética ja no inicio
da apoptose. Antes da externalizacdo de fosfatidilserina, ja houve a ativacdo da cascata de
eventos bioquimicos que caracterizam a apoptose inicial (fragmentacdo do DNA, compactagéo
da cromatina) e culminam na apoptose tardia (encolhimento e fragmentacéo celular, formacao
dos corpos apoptéticos) (FRANGIONI, 2003; VANGESTEL et al., 2011)

A anexina V ndo é capaz de marcar células viaveis porque esta molécula ndo consegue
atravessar a bicamada fosfolipidica das células, entretanto, pode marcar células necroticas.

Assim, a dupla-marcacdo com corantes para acidos nucleicos, impermeaveis a membrana
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(iodeto de propideo, 7-aminoactinomicina D [7-AAD], azul de trypan), contribui para a
discriminacdo dos diferentes estagios de apoptose e necrose (BALAJI et al., 2013).

Desta forma, a técnica de citometria de fluxo pode ser eficientemente aplicada para a
quantificacdo e diferenciacdo de células apoptdticas e necréticas, marcadas com anexina V e 7-
AAD, por exemplo. Células viaveis apresentardo marcacao negativa para anexina V e 7-AAD;
células em apoptose inicial apresentardo marcacgdo positiva para anexina V e negativa para 7-
AAD, células em apoptose tardia/mortas apresentardo dupla-marcacao positiva para anexina V
e 7-AAD; e células necrdticas apresentardo marcagao negativa para anexina V e positiva para
7-AAD (VAN ENGLAND et al., 1998) (Figura 9).
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Figura 9: Andlise da indugdo de apoptose por citometria de fluxo com anexina V em células HepG2/C3A. A:
grupo controle; B: tratamento com o agente apopt6tico camptotecina. Quadrante inferior esquerdo: células vidveis;
quadrante inferior direito: células em apoptose inicial; quadrante superior direito: células em apoptose tardia;

quadrante superior esquerdo: células em necrose. Fonte: Laboratério de Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

2.4.5. Linhagens celulares

Estudos in vitro, em modelos animais e em humanos tém contribuido para identificar
um grande namero de agentes que podem ser capazes de reduzir o risco do desenvolvimento de
cancer e de outras doencas relacionadas a eventos mutacionais (DE FLORA; FERGUSON,
2005).

A linhagem celular HepG2/C3A (Figura 10) é um subclone patenteado da linhagem de
hepatdcitos humanos HepG2 e, dentre suas peculiaridades, estd a capacidade de reter as

caracteristicas biologicas do figado adulto. A linhagem HepG2 modula a expressao de genes in
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vitro, e em resposta ao aumento da densidade da cultura, ela muda de um fenotipo fetal durante
a fase de crescimento log, sub-confluentes, a um fendtipo de figado maduro apés atingir
confluéncia e expressar varias enzimas funcionais do citocromo P450 (KELLY;
DARLINGTON, 1989). A atividade das enzimas responsaveis pela metabolizacdo dos
xenobidticos nas células HepG2 é similar ou apenas um pouco mais baixa do que a atividade
das mesmas em hepatdcitos humanos. Devido a competéncia metabodlica, a linhagem celular
HepG2 e suas derivadas, tém sido utilizadas como modelos experimentais em muitos estudos,
especialmente em ensaios de toxicidade. As vantagens de usar a linhagem celular HepG2/C3A,
incluem a estabilidade, a facilidade de proliferacéo, e a possibilidade de manutencéao por longo
prazo (CHEN et al., 2001).

Figura 10: Células de hepatoma humano, HepG2/C3A, observadas ao microscopio de luz (100x). Fonte:

Laboratdrio de Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

A linhagem celular MCF-7 (Figura 11) foi isolada na década de 1970 a partir da efusdo
pleural do tecido de um adenocarcinoma de mama maligno, de uma mulher caucasiana, com 69
anos de idade, em Detroit-USA, no Michigam Cancer Foundation, por isso 0 nome MCF-7.
Esse tipo celular € muito utilizado para estudos do cancer de mama, pois mesmo sendo uma
linhagem transformada, manteve as caracteristicas do tecido epitelial glandular de origem.
Entre essas caracteristicas, destaca-se a capacidade de processar estrogénio, na forma de
estradiol, por meio de receptores de estrogénio no citoplasma da célula. Alem disso, outra
caracteristica marcante dessa linhagem € a sensibilidade a proteina citoqueratina e por isso,

guando cultivadas in vitro, as células MCF-7 crescem em monocamada, formando clpulas, de
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aspecto abaulado, e seu crescimento pode ser interrompido pelo fator de necrose tumoral alfa
(LACROIX; LECLERCQ, 2004).

Figura 11: Células de adenocarcinoma de mama maligno, MCF-7, observadas ao microscopio de luz (100x).

Fonte: Laboratdrio de Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

A linhagem celular MRC-5 (Figura 12) foi isolada em 1966, e € um tipo de fibroblasto
de pulméo ndo tumoral, aderente, que cresce em monocamada, derivado de tecido pulmonar
normal de um embri&o caucasiano do sexo masculino, com 14 semanas de gestacdo. Esse tipo
celular é muito utilizado na é&rea clinica, para cultivo e isolamento de virus, além do
desenvolvimento de vacinas (JACOB; JONES; BAILLE, 1970; FRIEDMAN;
KOROPCHANK, 1977).
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Figura 12: Fibroblastos de pulmédo ndo tumorais, MRC-5, observadas ao microscépio de luz (100x). Fonte:

Laboratério de Mutagénese e Monitoramento Ambiental.

Frente ao exposto, em decorréncia do aumento na frequéncia de tumores em seres
humanos e os severos efeitos secundarios dos medicamentos quimioterapéuticos convencionais
utilizados no tratamento do céncer, além do desenvolvimento de resisténcia ou a baixa
responsividade, torna-se necessario identificar novas substancias quimicas, naturais ou
sintéticas, que possam auxiliar no combate ao cancer. Além disso, é desejavel que este efeito
toxico ndo ocorra, ou pelo menos que ocorra em menor intensidade, nas células sadias do
organismo. Devido a poucos estudos comparativos da acdo dos alcaloides sanguinarina e
cheleritrina em células tumorais e ndo tumorais humanas, bem como seus efeitos em linhagens
tumorais com elevada resisténcia a quimioterapia convencional (tumor de mama), este trabalho
foi desenvolvido com o intuito de verificar os efeitos citotoxicos, genotoxicos, sobre o ciclo
celular e apoptdticos das referidas substancias, avaliando o seu efeito sobre a atividade
mitocondrial e integridade de membrana plasmatica, genotoxicidade em nivel de fragmentacédo
de DNA, analise da progressédo do ciclo celular e inducdo de apoptose, nas linhagens celulares
tumorais HepG2/C3A e MCF-7, e ndo tumorais MRC-5, humanas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Avaliar o efeito citotdxico, genotoxico, sobre o ciclo de divisao celular e apoptose dos
alcaloides quaternarios benzo[c]fenantridinas, sanguinarina e cheleritrina, em linhagem celular
tumoral humana de hepatoma (HepG2/C3A) e de adenocarcinoma de mama (MCF-7), e em

linhagem n&o tumoral de fibroblastos de pulméo humano (MRC-5).

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade, influéncia sobre o ciclo de divisdo celular e
inducdo de apoptose do alcaloide quaternario benzo[c]fenantridina sanguinarina, em linhagem
celular tumoral de hepatoma humano (HepG2/C3A) e linhagem ndo tumoral de fibroblastos de
pulméo (MRC-5).

Analisar a citotoxicidade, genotoxicidade, influéncia sobre o ciclo de diviséo celular e
inducdo de apoptose do alcaloide quaternario benzo[c]fenantridina cheleritrina, em linhagem
celular tumoral de hepatoma humano (HepG2/C3A) e linhagem ndo tumoral de fibroblastos de
pulméo (MRC-5).

Comparar a citotoxicidade, genotoxicidade e influéncia sobre o ciclo de diviséo celular
dos alcaloides quaternarios benzo[c]fenantridinas, sanguinarina e cheleritrina, em linhagem

celular tumoral humana de adenocarcinoma de mama (MCF-7).
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Resumo

A Sanguinarina (SAN) é um alcaloide natural derivado das raizes de Sanguinaria canadensis e
de outras espécies de plantas da familia Papaveraceae, reconhecida por apresentar diversas
propriedades bioldgicas, que incluem atividade genotdxica, antiproliferativa e apoptética, o que
Ihe garante elevado potencial quimioterapéutico. O presente trabalho objetivou avaliar a
citotoxicidade, genotoxicidade, influéncia sobre o ciclo de divisdo celular e inducdo de
apoptose, em células tumorais e ndo tumorais humanas. Foi observado que a SAN ¢ citotoxica
para células tumorais de hepatoma humano (HepG2/C3A) e fibroblastos ndo tumorais de
pulméo humano (MRC-5), reduzindo efetivamente a viabilidade celular (menor que 80%) a
partir da concentracdo de 5 UM, em 24 ou 48 h, para a linhagem tumoral; e 7,5 uM (24 h) ou
2,5 UM (48 h), para a linhagem n&o tumoral, pelo teste do MTT. A analise da integridade da
membrana plasmatica mostrou que a linhagem tumoral é mais resistente a agdo citotoxica do
alcaloide do que a linhagem ndo tumoral. Apesar disso, a analise do teste do cometa indicou
gue a SAN é mais genotdxica para a linhagem tumoral, com aumento significativo de danos a
partir da concentracdo de 1 UM, enquanto que somente concentracfes maiores que 2,5 pM
apresentam o mesmo efeito sobre a linhagem ndo tumoral. A anélise do ciclo celular indicou
uma populacéo significativamente maior de células da linhagem ndo tumoral em sub-G1 (7,5
uM), o que foi confirmado pelo teste de inducdo de apoptose com anexina V, em funcdo da
reducdo do percentual de células viaveis e do aumento de apoptose, em ambas as concentragdes
avaliadas (2,5 ou 7,5 puM), e de necrose (2,5 pM). Ambos os efeitos ndo foram observados na
linhagem tumoral. Assim, estes resultados indicam que, em funcéo da concentracdo, a linhagem
ndo tumoral apresentou maior resisténcia aos efeitos citotoxicos e genotdxicos do alcaloide
SAN, quando comparada a linhagem tumoral. Apesar da maior sensibilidade das células MRC-
5 aos efeitos apoptdticos desta substancia, este fator ndo desqualifica a SAN como um agente

potencial para o desenvolvimento de novas terapias relacionadas ao combate do cancer.

Palavras-chave: alcaloide benzo[c]fenantridina, fibroblasto de pulméo, fragmentacdo do
DNA, hepatoma humano, viabilidade celular.
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1. Introducdo

Produtos naturais, em especial alcaloides de plantas, ocupam uma posicéo crucial entre
as drogas empregadas na terapia do céncer. Sanguinarina (SAN - 13-
methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-c]-1,3-dioxolo[4,5-i]phenanthridinium) & um  alcaloide
benzo[c]fenantridina que ocorre em muitas espécies de plantas das familias Papaveraceae,
Fumariaceae, Ranunculaceae e Rutaceae (HAMMEROVA et al., 2011; SLANINOVA et al.,
2014) (Fig. 1). A SAN é tipicamente encontrada na seiva radicular, raizes e rizomas de
Sanguinaria canadensis (Papaveraceae), 0s rizomas contém 4-7% destes alcaloides, e as raizes,
cerca de 1,8%), raizes de Chelidonium majus (Papaveraceae), e partes aéreas de Macleaya
cordata (Papaveraceae) (KOSINA et al., 2004). Também pode ser encontrada em
Dicranostigma lactucoides, Eschscholtzia californica e Macleaya microcarpa (MALIKOVA
et al., 2006; SUCHOMELOVA et al., 2007). O 6leo de argemone, extraido das sementes de
Argemone mexicana (cardo-santo ou papoula-mexicana), € um contaminante comum do 6leo
de mostarda, e contém significativas fracdes de SAN e dihidrossanguinarina. Estes alcaloides
causam quadros graves de hidropsia em humanos e sd8o 0s responsaveis por sua elevada
toxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade em camundongos, causada principalmente, pela
geracdo de espeécies reativas de oxigénio e sua capacidade de intercalacio com o DNA
(ANSARI et al., 2004, 2005, 2006).

Figura 1 - Apresentacdo comercial da molécula de sanguinarina (Fonte: DVORAK et al., 2006).

Diversas propriedades bioldgicas ja foram relatadas para a SAN, como a atividade
citotoxica, genotdxica, antiproliferativa e apoptotica (KAMINSKYY et al., 2008;
HAMMEROVA et al., 2011; TSUKAMOTO et al., 2011; HAN et al., 2013), caracterizando-a
como uma nova substdncia com potencial terapéutico para o0 cancer. Agentes
quimioterapéuticos ideais séo substancias que matam as células tumorais enquanto sdo menos
prejudiciais para as células normais. A sensibilidade diferencial em células tumorais e nédo
tumorais da SAN ja foi discutida em alguns trabalhos. Ahmad et al. (2000) compararam 0s

efeitos apoptoticos da SAN em células de carcinoma epidermoide humano (A431) e em
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queratindcitos normais humanos (NHEKS), e verificaram que as células cancerigenas sao mais
sensiveis a inducdo de apoptose do que as células normais. SAN foi identificada como um
inibidor da proteina survivina, que seletivamente mata células tumorais da prostata, mas ndo
células epiteliais deste mesmo 6rgdo (SUN et al., 2010). Diferentemente disso, Malikova et al.
(2006a) compararam os efeitos da SAN sobre linhagens normais de fibroblasto de gengiva e
tumorais de préstata (DU-145 e LNCaP), observando uma maior sensibilidade para os
fibroblastos do que para a linhagem tumoral. Em contraste, Debiton et al. (2003) identificaram
sensibilidade similar para a SAN em diferentes linhagens de células normais e tumorais.
Considerando que as diferentes respostas celulares induzidas pelo alcaloide SAN podem
variar em funcdo das caracteristicas particulares de cada linhagem celular analisada, o presente
estudo objetivou avaliar a sensibilidade diferencial entre as células tumorais de
hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A) e ndo tumorais de fibroblastos de pulm&o humano
(MRC-5), avaliando os efeitos citotoxicos, genotoxicos, sobre o ciclo celular e apoptéticos

induzidos pela SAN, in vitro.

2. Materiais e Métodos
2.1. Agentes quimicos
Sanguinarina (SAN — sanguinarine chloride hydrate, 98%) foi adquirida da Sigma (St.
Louis, MO, EUA) e diluida em dimetilsulféxido (DMSQ) para o preparo de uma solucdo
estoque, e posteriormente diluida em meio de cultura completo no momento do uso, em
diferentes concentrac6es. A concentracdo final de DMSO nas culturas celulares ndo ultrapassou
0,01% e testes prévios ndo indicaram qualquer indicio de toxicidade. DMSO (99,7%), metil
metanossulfonato (MMS — 99%), camptotecina (CPT — 90%), RNase A e iodeto de propideo
(94%) também foram adquiridos da Sigma. Azul de trypan (0,4% Cat. N°. 15250-061),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM — Cat. N°. 12800-017), soro bovino fetal (SBF
Cat. N° 12657-029), Antibiotic/Antimycotic (Cat. N° 15240-062) e MTT [3-(4,5-
dimethilthiazol-2-il)-2,5-dipheniltetrazolium bromide] (98% Cat. N° M-6494) foram
adquiridos da Gibco® Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA). FlowCollect® Annexin Red Kit
para o ensaio de apoptose foi adquirido da Merck Millipore (Billerica, MA, EUA).

2.2. Culturas celulares
As linhagens celulares tumorais de hepatocarcinoma humano, HepG2/C3A (Cat. N°.
0291), e ndo tumorais de fibroblastos de pulmdo humano, MRC-5 (Cat. N° 0180), foram

obtidas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro, livres de contaminagéo por micoplasma.
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As linhagens foram cultivadas em frascos de cultura de 25cm? (TPP) contendo meio de cultura
completo (DMEM suplementado com 10% de SBF e 1 mL/L de solucdo
antibidtica/antimicotica), e mantidas em incubadora de CO2 (5%), com umidade de 95%, a
37°C. Nestas condicdes, o ciclo celular de ambas as linhagens e de aproximadamente 24 horas.

Para os experimentos foram utilizadas células em fase de crescimento logaritmico.

2.3. Teste de citotoxicidade — MTT

Para o teste de citotoxicidade foi realizado o ensaio do MTT, de acordo com o protocolo
sugerido por Mosmann (1983), com modificacdes. Foram utilizadas placas de cultura celular
de 96 pocos, onde em cada pogo foram semeadas 1x10* células HepG2/C3A ou MRC-5, com
excecdo dos pocos controle sem células (branco). Apds estabilizacdo, o0 meio de cultura foi
descartado e adicionou-se 100 pL de meio completo nos grupos: controle (CTR), e tratamentos:
agente citotéxico (MMS 50 uM) e SAN (0,100; 0,125; 0,500; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 uM).
Apdbs 24 ou 48 h de incubacgdo, o meio de cultura foi substituido por 100 pL de meio de cultura,
acrescido de MTT (0,2 mg/mL). A placa foi incubada por mais 4 h antes do descarte do meio
contendo MTT, seguido da adi¢do de 100 pL de DMSO, para solubilizagdo dos cristais de
formazan. A leitura foi realizada em leitor de microplacas (Labtech) a 550nm. A viabilidade
celular foi estimada com base na absorbancia do controle (AbStratamento/AbScontrole X 100). Os

experimentos foram realizados em triplicata, em duas repeticdes técnicas.

2.4. Andlise da viabilidade celular pelo método de exclusdo com azul de trypan
A analise da viabilidade celular pelo método de exclusdo com azul de trypan foi
realizada em paralelo com o teste do cometa (ver subitem Teste do cometa). Apds a colheita
das células, 20 uL de suspensio celular foram misturados com igual volume de azul de trypan
0,4%, depositados sobre uma lamina, coberta com laminula, e analisada ao microscopio de luz.
Foram contabilizadas 100 células por amostra, diferenciando células viaveis (citoplasma
translicido e membrana refringente) de ndo viaveis (citoplasma corado em azul). Somente o0s

tratamentos com viabilidade superior a 80% foram considerados.

2.5. Andlise da viabilidade celular por citometria de fluxo
Neste teste, foram semeadas 2x10° células em microplacas de 6 pogos. Apds 24 h de
estabilizacéo, as células receberam meio de cultura completo (CTR), agente citotoxico (CPT 4
pUM), ou SAN (HepG2/C3A: 0,5 e 2,5 uM; MRC-5: 2,5 e 7,5 uM). Apos 24 h de exposi¢do, as

células foram colhidas e ressuspendidas em 200 pL de PBS, ao qual foi adicionado 5 pL de
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iodeto de propideo (2 pg/mL), de acordo com Lima (2005). A integridade da membrana foi
verificada em nivel de captacéo e ligacdo do corante com 0 DNA celular, usando-se o citdbmetro
BD Accuri® C6 (Becton-Dickinson), sendo contabilizadas 5x10° células em cada caso
(excitagéo: 488 nm, filtro: 610/20). Foram realizados trés experimentos independentes.

2.6. Ensaio do cometa

Este ensaio consiste na lise de células fixadas em gel de agarose para posterior
eletroforese, com objetivo de promover a migracéo de fragmentos de DNA, permitindo assim,
sua identificacio (TICE et al., 2000). Para este ensaio foram semeadas 5x10° células
HepG2/C3A ou MRC-5 em 5 mL de meio de cultura completo. Apds 24 horas, 0 meio de
cultura foi substituido por meio completo novo nos grupos: CTR e tratamentos: agente
genotdxico (MMS 75 uM), ou SAN (HepG2/C3A: 0,5, 1,0 e 2,5 uM; MRC-5: 2,5,5,0e 7,5
KUM). Apo6s 3 h de exposicdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS, tripsinizadas (300
pL, 0,1%), centrifugadas (1250 rpm, 5 min) e ressuspendidas em 0,5 mL de meio de cultura.
Em um microtubo foram homogeneizados 20 puL de suspensdo celular e 120 puL de agarose de
baixo ponto de fusdo (0,5%, 37° C), depositando este material em uma lamina pré-gelatinizada
com agarose (1,5%), cobrindo com laminula. Apds 20 min, a laminula foi removida e procedeu-
se a lise (NaCl 2,5 M, 100 EDTA mM, Tris 10 mM, pH 10; 1% Triton X-100, 10% DMSO),
por 90 min. As laminas foram depositadas em uma solugdo tampéo alcalina de eletroforese
(NaOH 10 N e EDTA 200 mM, pH 13, 20 min), antes da eletroforese (25 V, 300 mA, 20 min).
Subsequentemente, as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4 M, pH 7,5, 15 min) e coradas com
30 pL de brometo de etideo (2 pg/mL).

A andlise foi feita em microscopia de fluorescéncia (laser de excitacdo 420-490 nm e
filtro de barreira 520 nm). A determinacdo dos danos foi feita por anélise visual e a classificacao
foi dividida em quatro categorias: classe 0 — nucleoides ndo danificados e que nao apresentam
cauda; classe 1 — nucleoides com cauda menor que o didmetro do nucleoide; classe 2 —
nucleoides com cauda de tamanho entre uma e duas vezes o diametro do nucleoide; classe 3 —
nucleoides com cauda duas vezes maior que o diametro do nucleoide. Células que apresentaram
0 nucleoide totalmente fragmentado ndo foram contabilizadas. No total, foram analizadas 100
células por lamina de trés experimentos independentes. O indice de danos (ID) foi baseado no
comprimento da migracdo do DNA e calculado como segue: ID = N1 + (2 x N2) + (3 x N3),

onde N1, N2 e N3 representam, respectivamente, células com classes de danos 1, 2 e 3.
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2.7. Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo

Para analisar possiveis atrasos no ciclo celular induzidos pela SAN, as células tumorais
e ndo tumorais humanas foram coradas com iodeto de propideo e quantificadas em citometria
de fluxo, de acordo com a quantidade de DNA que possuem. Neste teste, foram semeadas 2x10°
células em microplacas de 6 pogos. Apos 24 h de estabilizacdo, as células receberam meio de
cultura completo (CTR), agente citotoxico (CPT 4 uM), ou SAN (HepG2/C3A: 0,5 e 2,5 uM;
MRC-5: 2,5e 7,5 uM). Apo6s 24 h de exposicéo, as células foram colhidas e ressuspendidas em
100 pL de PBS, ao qual foi adicionado 5 pL de RNase A (2 mg/mL, 37° C, 30 min), 200 pL de
lise (0,02 g de citrato de sédio, 20 pL de Triton X-100, 20 mL PBS) e 5 L de iodeto de propideo
(50 pg/mL, no gelo, no escuro, 30 min). O contetdo de DNA das células foi determinado
usando-se o citdmetro Guava EasyCyte® (Merck Millipore), sendo contabilizados 5x103
eventos em cada caso (excitagdo: 488 nm, filtro: 610/20). Células em G1 tem quantidade 2C de
DNA,; células em G2/M tem quantidade 4C de DNA,; células em S tem quantidade intermediaria
entre 2C e 4C, uma vez que ainda estdo replicando o material genético; e células em sub-G1
sdo consideradas apoptéticas ou necroticas. Os histogramas foram analisados com o software
disponibilizado pelo fabricante. Foram realizados trés experimentos independentes.

2.8. Andlise da inducéo de apoptose por citometria de fluxo (anexina V-CF647/7-AAD)

A exposicao de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmaética das células
em apoptose foi medida pela deteccdo com o kit de anexina V, um anticorpo conjugado com
CF647, um fluoréforo vermelho, além de 7-aminoactinomicina D (7-AAD), que s6 é captado
por células em apoptose tardia ou necrdticas. Neste teste, foram semeadas 2x10° células em
microplacas de 6 pogos. Ap6s 24 h de estabilizagdo, as células receberam meio de cultura
completo (CTR), agente apoptético (CPT 4 uM), ou SAN (HepG2/C3A: 0,5 e 2,5 uM; MRC-
5:2,5e7,5uM). Apos 24 h de exposicdo, as células foram colhidas e ressuspendidas em 200
uL de tampdo de ligacdo, foi adicionado 5 pL de anexina V (15 min, ao abrigo da luz), seguidos
de 5 pL de 7-AAD. Foram contabilizadas 5x10° células em citometria de fluxo (Guava
EasyCyte®, Merck Millipore) (anexina V: excitagdo em 633 nm, filtro 660/20; 7-AAD:
excitacdo em 488, filtro 695/40). Foram consideradas células viaveis aquelas que apresentaram
marcacao negativa para anexina V e 7-AAD; células em apoptose inicial com marcacéo positiva
para anexina V e negativa para 7-AAD, células em apoptose tardia/mortas com dupla-marcacao
positiva para anexina V e 7-AAD; e células necroticas com marcagdo negativa para anexina V

e positiva para 7-AAD. Foram realizados trés experimentos independentes.
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2.9. Anélise estatistica
Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo, submetidos a analise de
variancia (one way ANOVA), seguida do teste de Dunnett, pelo software GrafPad® Prism 5.
As diferencas foram consideradas sendo estatisticamente significativas quando o valor de p foi

menor que 0,05.

3. Resultados
3.1. SAN é citotoxica para células HepG2/C3A e MRC-5

A citotoxicidade da SAN foi avaliada pelo teste do MTT, em células humanas tumorais
HepG2/C3A e nao tumorais MRC-5. A Tabela 1 apresenta as médias das absorbancias e desvio
padrdo, bem como a viabilidade celular, estimada com base na absorbancia do controle
(CTR=100%). Todas as concentragfes de SAN avaliadas (0,100 a 20 uM) para a linhagem
tumoral HepG2/C3A reduziram significativamente a absorbancia, quando comparadas ao CTR,
no tempo de 24 h. Para 48 h, as concentracdes de 2,5 a 20 UM também reduziram a absorbancia,
entretanto, a viabilidade celular sé foi inferior a 80% a partir da concentragdo de 5 UM, em
ambos os tempos, indicando citotoxicidade. Para a linhagem ndo tumoral MRC-5, somente as
concentracdes de 7,5 a 20 UM reduziram significativamente a absorbancia em 24 h, enquanto
que todas as concentrac6es (0,100 a 20 uM) apresentaram este efeito no tempo de 48 h. Por sua
vez, a viabilidade celular s¢ foi inferior a 80% a partir das concentracdes de 7,5 e 2,5 UM, para
24 e 48 h, respectivamente, indicando citotoxicidade. Ainda, destaca-se a concentragdo de 5
UM, que apresentou 90 e 72% de viabilidade para a linhagem ndo tumoral, enquanto que a
viabilidade da linhagem tumoral foi de apenas 42 e 44%, respectivamente, nos tempos de 24 e
48 h, chegando a apenas 15% no tempo de 48 h (SAN 10 uM), enquanto que a viabilidade das
células ndo tumorais, no mesmo tempo e concentracéo, foi de 59%. O tratamento com o0 agente
citotoxico MMS (50 uM) reduziu a viabilidade celular para 53 e 44% para as células tumorais,

e 37 e 30% para as células ndo tumorais, apos 24 e 48 h, respectivamente.
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Tabela 1: Absorbancia média, desvio padrdo (DP) e percentual de viabilidade de células
HepG2/C3A e MRC-5, tratadas com o alcaloide sanguinarina, por 24 e 48 h, pelo teste do MTT.

HepG2/C3A MRC-5
Absorbancia Viabilidade Absorbancia Viabilidade
Média £ DP Celular (%) Média = DP Celular (%)

Grupos 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

CTR 0,796 1,125 100 100 0,849 1,177 100 100
+0,029 £0,044 +0,023 +0,046

MMS 0,419*  0,499* 53 44 0,311*  0,349* 37 30

50 uM +0,034 +£0,021 +0,023 £0,029

0,100 0,719* 1,112 90 99 0,812 1,050* 96 89

uM +0,016 +0,078 +0,019 +0,054

0,125 0,735* 1,129 92 100 0,819 1,053* 96 89

UM +0,055 0,074 +0,044 +£0,077

0,250 0,716* 1,131 90 101 0,808 1,040* 95 88

UM +0,037 £0,024 +0,010 0,101

0,500 0,707* 1,069 89 95 0,812 1,046* 96 89

UM +0,023 £0,043 +0,068 0,038

1uM 0,709* 1,078 89 96 0,798 1,027* 94 87
+0,019 +0,027 +0,021 +£0,046

25uM  0,644*  0,998* 81 89 0,788 0,907* 93 77
+0,029 0,029 +0,031 £0,042

5uM 0,333* 0,493* 42 44 0,766  0,848* 90 72
+0,0564 +0,104 +0,037 0,013

75uM  0,161*  0,196* 20 17 0,667* 0,785* 79 67
+0,012 0,036 +0,069 0,028

10 uM 0,149* 0,169* 19 15 0,613* 0,689* 72 59
+0,009 +0,019 +0,046 +£0,041

20 uM 0,147* 0,161* 18 14 0,166* 0,158* 20 13
+0,011 0,015 +0,014 0,013

Grupos: controle (CTR), agente citotdxico metil metanossulfonato (MMS 50 uM), diferentes concentragdes do
alcaloide sanguinarina (SAN: 0,100; 0,125; 0,500; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 puM); 1x10* células HepG2/C3A ou

MRC-5 por pogo, incubadas por 24 e 48 h, n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CTR (p<0,05).

3.2. SAN nao afeta a integridade da membrana plasméatica de células HepG2/C3A

A integridade da membrana plasmatica foi verificada, em paralelo com o teste do cometa

(3 h de exposicéo), pelo método de exclusdo com o azul de trypan e pela captacéo de iodeto de

propideo (24 h de exposicédo), por citometria de fluxo. Considerando a exclusdo com azul de

trypan (Fig. 2), ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas para os

tratamentos com SAN em células tumorais HepG2/C3A (viabilidade celular > 88,3%), quando
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comparadas ao controle (92,3%). Para a linhagem néo tumoral MRC-5, as concentracgdes de 5,0
e 7,5 uM foram citotdxicas quando comparadas ao controle (91,7%), embora a viabilidade
celular observada ainda fosse maior que 80%. O agente MMS foi citotdxico para células
tumorais (74,3%), mas ndo respondeu para a linhagem n&o tumoral (89,0%).
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I I * *
0 - I

CTR | MMS |O,5 uM|1,0 uM|2,5 uM| CTR | MMS |2,5 pM|5,0 uM|7,5 UM
HepG2/C3A MRC-5
Figura 2: Viabilidade celular média e desvio padrdo pelo teste do azul de trypan de células HepG2/C3A e MRC-
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5, tratadas com o alcaloide sanguinarina, por 3 h. Grupos: controle (CTR), agente citotoxico metil
metanossulfonato (MMS 75 pM), diferentes concentragdes do alcaloide sanguinarina (SAN — HepG2/C3A: 0,5,
1,0e2,5 uM; MRC-5: 2,5, 5,0 e 7,5 UM); 5x10° células HepG2/C3A ou MRC-5 por frasco, n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CTR (p<0,05).

A eliminagdo do iodeto de propideo captado s6 acontece nas células vivas, enquanto que
aquelas que sofreram algum tipo de lesdo de membrana durante o tratamento, permanecem
coradas. A andlise por citometria de fluxo (Fig. 3) revelou que a SAN ndo foi citotoxica nas
concentracOes de 0,5 e 2,5 UM (92,5 e 88,5%, respectivamente) para células tumorais, quando
comparadas ao CTR (90,8%); e 2,5 e 7,5 UM (97,0 e 96,5%, respectivamente) para as células
ndo tumorais, quando comparadas ao CTR (97,3%), apds 24 h de exposi¢éo. O agente citotdxico
CPT (4 uM) respondeu positivamente para a linhagem celular tumoral, reduzindo a viabilidade

celular para 41%, mas ndo comprometeu a integridade da linhagem ndo tumoral (96%).
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Figura 3: Integridade da membrana plasmatica média e desvio padréo da captacdo de iodeto de propideo de células
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HepG2/C3A e MRC-5, tratadas com o alcaloide sanguinarina, por 24 h. Grupos: controle (CTR), agente citotéxico
camptotecina (CPT 4 pM), diferentes concentragdes do alcaloide sanguinarina (SAN — HepG2/C3A: 0,5 e 2,5 uM;
MRC-5: 2,5 e 7,5 uM); 2x10° células HepG2/C3A ou MRC-5 por pogo, n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CTR (p<0,05).

3.3. Células HepG2/C3A sé@o mais sensiveis ao efeito genotoxico da SAN

O teste do cometa foi realizado para verificar o potencial genotdxico da SAN em células
tumorais e ndo tumorais humanas (Tabela 2). Foram selecionadas as seguintes concentragdes
de SAN: 0,5, 1,0 e 2,5 uM para a linhagem tumoral; e 2,5, 5,0 e 7,5 UM para a linhagem nao
tumoral. A andlise do indice de danos revelou atividade genotoOxica, estatisticamente
significativa, para as concentracdes de 1,0 e 2,5 uM, na linhagem HepG2/C3A (ID=34 e 42,
respectivamente), bem como para as concentragdes de 5,0 e 7,5 uM, na linhagem MRC-5
(ID=154 e 61, respectivamente). Além disso, o potencial genotdxico para a concentragédo de 5,0
UM foi até maior do que o observado para 7,5 UM na linhagem MRC-5, com elevada ocorréncia
de danos das classes de cometas 2 e 3 (5,0 uM=34 e 21; e 7,5 phM=11 e 1, respectivamente).
Entretanto, a anélise morfoldgica das células MRC-5, tratadas com 7,5 uM de SAN, evidenciou
uma elevada frequéncia de nucleoides atipicos, que ndo foram contabilizados em nenhuma das
classes avaliadas (Fig. 4). O tratamento com o agente genotoxico MMS (75 uM) também
resultou em um aumento significativo de danos (ID=106 e 80, para células tumorais e ndo
tumorais, respectivamente), quando comparados ao controle (ID=10 e 18, para células tumorais

e ndo tumorais, respectivamente).
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Tabela 2: Classes de cometas, indice de danos (ID) e desvio padrdo (DP) de células

HepG2/C3A e MRC-5, tratadas com o alcaloide sanguinarina, por 3 h.

Linhagem Grupos Classes de Cometa = DP ID £ DP
celular 0 1 2 g
CTR 90,33 9,33 0,33 0,00 10,00

+503 *+451 £058 +0,00 +5,57
MMS 75 uM 1,67 92,00 Sfs 1,00  105,67*
+058 *+265 £208 +0,00 +1,53

HepG2/C3A 0,5 uM 79,33 19,67 1,00 0,00 21,67
+321 231 +100 0,00 +4,16

1,0 uM 68,33 29,33 2,33 0,00 34,00*

+751 *666 231 0,00 +8,89

2,5uM 63,00 32,33 4,67 0,00 41,67*

+794 *666 *416 0,00 +10,79

CTR 84,00 14,00 2,00 0,00 18,00

+700 =*65 *+100 0,00 +7,55
MMS 75 uM 29,33 61,33 9,00 0,33 80,33*
+16,07 *12,74 +458 +0,58 +19,86

MRC-5 2,5uM 76,33 15,33 6,67 1,67 33,67
+6,03 *289 +666 +2,08 + 16,80

5,0 uM 21,00 24,00 34,00 20,67  154,00*

+12,29 +458 *1114 +231 + 26,85

7,5 uM 52,67 3533 10,67 1,33 60,67*

+6,11 +£1124 +£462 +153 + 5,77
Grupos: controle (CTR), agente citotéxico metil metanossulfonato (MMS 75 puM), diferentes concentragdes do
alcaloide sanguinarina (SAN — HepG2/C3A: 0,5, 1,0 e 2,5 uM; MRC-5: 2,5, 5,0 e 7,5 uM); 5x10° células
HepG2/C3A e MRC-5 por frasco, n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CTR (p<0,05).

Figura 4: Nucleoide normal (A) e atipico (B), observados em células MRC-5, tratadas com SAN-7,5 uM.

3.4. SAN induz uma populacéo de células e MRC-5 em sub-G1
A analise do ciclo celular por citometria de fluxo foi realizada para verificar possiveis
atrasos no processo de divisao celular, induzidos pela SAN (Fig. 5). Nado foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as concentra¢es de 0,5 uM (sub-G1=0,8%,
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G1=52%, S=21,8%, G2/M=27,1%) e 2,5 UM (sub-G1=1,7%, G1=50,6%, S=18,4%,
G2/M=29,2%) para as células tumorais, quando comparadas ao controle (sub-G1=0,9%,
G1=51,7%, S=20,3%, G2/M=27,1%). A concentracdo de 2,5 uM também n&o alterou o ciclo
das células ndo tumorais (sub-G1l= 1,4%, G1=61,6%, S=22,9%, G2/M=14,2%), quando
comparadas ao controle (sub-G1=0,8%, G1=62,1%, S=21,4%, G2/M=15,6%), mas 7,5 uM
induziu uma populacdo significativamente maior de células em sub-G1 (sub-G1=12,6%,
G1=61,1%, S=14,5% G2/M=11,8%). A mesma populacdo de sub-G1 foi identificada no
tratamento com CTP (sub-G1=14,7%, G1=48,2%, S=14,2%, G2/M=22,8%), na linhagem
tumoral, mas ndo houve resposta para a linhagem ndo tumoral (sub-G1=1,3%, G1=63,3%,
S=23,5%, G2/M=11,6%).

80

Ciclo Celular (%)

HepG2/C3A | MRC-5
mSubGl mGl =S mG2/M

Figura 5: Percentual médio e desvio padréo do ciclo celular de células HepG2/C3A e MRC-5 em diferentes etapas
do ciclo celular, tratadas com o alcaloide sanguinarina, por 24 h. Grupos: controle (CTR), agente citotoxico
camptotecina (CPT 4 pM), diferentes concentragdes do alcaloide sanguinarina (SAN — HepG2/C3A: 0,5 e 2,5 uM;
MRC-5: 2,5 e 7,5 uM); 2x10° células HepG2/C3A ou MRC-5 por pogo, n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao CTR (p<0,05).

3.5. Células MRC-5 séo mais sensiveis a inducéo de apoptose pela SAN
A andlise da inducdo de apoptose pelo teste da anexina V, em citometria de fluxo,
revelou que nenhuma das concentracGes avaliadas de SAN em células tumorais (0,5 e 2,5 pM)
foi capaz de ativar as vias de morte celular programada, uma vez que ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os percentuais de células vivas, em apoptose
inicial, em apoptose tardia ou necroéticas, dos tratamentos e controle. Para a linhagem néo

tumoral, a concentracdo de 2,5 UM de SAN reduziu significativamente o nimero de células
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viaveis de 84% (controle) para 68%, aumentou o numero de células em apoptose inicial de 11
para 21%, e aumentou o numero de células necroticas de 3 para 8%. Ja a concentracdo de 7,5
MM, reduziu o percentual de células viaveis para 29%, e aumentou o nimero de células em
apoptose inicial e tardia para 56 e 12%, respectivamente. O agente indutor de apoptose CPT
respondeu positivamente para a linhagem tumoral, reduzindo o percentual de células viaveis de
90% (CTR) para 26%, e aumentando o nimero de células em apoptose inicial de 9 para 71%.

Jaa CPT ndo respondeu significativamente para a linhagem ndo tumoral (Tabela 3).

Tabela 3: Percentual médio e desvio padrdo de células HepG2/C3A e MRC-5 viaveis, em
apoptose inicial, em apoptose tardia ou necroticas, tratadas com o alcaloide sanguinarina, por
24 h.

Linhagem  Grupos Células Apoptose  Apoptose  Total de células Células
celular viaveis inicial tardia apoptoticas necréticas
(A) (B) (©€) (B+C) (D)
CTR 89,5+1,7 8516 1,7+04 10,3+2,0 0,2+0,1
CPT 264+12* 71,3+09* 22+0,3 735+1,2* 0,1+£01
HepG2/ 0,5 puM 90,1+1,4 79+0,6 1,8+0,6 96+1,2 0,3+0,2
C3A 2,5uM 858+4,6  12,3+4,3 1,7+£05 14,1+438 02+0,1
CTR 840+14 11316 1,4+05 12,7+21 34+09
CPT 754+38 175+4,4 25+04 20,0+4,8 46+11
MRC-5 25uyM  67,7+£6,3* 209+£55* 39x+17 24,8 £7,2* 7,6+1,0*
75uM  288+4,0r 559+23* 12,1+3,6* 68,0 + 5,9* 330,22

Grupos: controle (CTR), agente citotdxico camptotecina (CPT 4 uM), diferentes concentragdes do alcaloide
sanguinarina (SAN — HepG2/C3A: 0,5 e 2,5 pM; MRC-5: 2,5 e 7,5 uM); 2x10° células HepG2/C3A ou MRC-5
por pogo, n=3.

*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CTR (p<0,05).

4. Discusséo

A pesquisa da terapia do cancer tem tentado encontrar um agente quimioterapéutico
mais adequado, ou seja, uma substancia que mate, preferencialmente, células tumorais ou que
seja menos prejudicial para células ndo tumorais. Poucos estudos na literatura tém discutido a
sensibilidade diferencial dos alcaloides benzo[c]fenantridinas para células tumorais e nao
tumorais (SLANINOVA et al., 2014).

O teste de citotoxicidade do MTT, que avalia a atividade de enzimas mitocondriais, e,
consequentemente, a viabilidade celular, mostrou que as células tumorais foram mais sensiveis
a acdo do alcaloide, uma vez que a partir da concentragao de 2,5 UM (24 h: 81%; 48 h: 89%)

foi observada uma reducdo expressiva na viabilidade celular (5 UM — 24 h: 42%; 48 h: 44%),



62

enguanto que as células ndo tumorais foram mais resistentes (5 uM: 90% e 7,5 uM: 79%, em
24 h; e 1 uM: 87% e 2,5 uM: 77%, em 48 h). De acordo com Vrba et al. (2004) e Qi et al.
(2013), a citotoxicidade da SAN foi significativamente reduzida em hepatocitos de ratos e
humanos ap6s o pré-tratamento com indutores de enzimas de fase | (citocromo P450), que
atuam nos processos de desintoxicacao celular, o que ndo ocorreu nas linhagens analisadas no
presente estudo, ainda que cultivadas in vitro, expressam as mesmas enzimas de metabolizacao.

Corroboram ainda com os resultados do presente trabalho os dados apresentados por
Cecen et al. (2014), que também encontraram atividade citotoxica da SAN para diferentes
linhagens de neuroblastoma humano (5 uM); Chang et al. (2007), para células KB (2 uM); Han
et al. (2013) para diferentes linhagens de cancer de bexiga (0,6 uM); todos pelo teste do MTT,
por 24 h. De acordo com estes autores, a citotoxicidade esta normalmente relacionada com a
perda de potencial de membrana da mitocdndria, e consequente liberacéo de citocromo c, além
da formacdo de espécies reativas de oxigénio. Barreto et al. (2003) identificaram que a SAN
inibe diretamente a enzima succinato desidrogenase, comprometendo a atividade mitocondrial
em camundongos. Estes mecanismos, com acdo isolada ou conjunta, podem ter contribuido
para a citotoxicidade da SAN observada, preferencialmente, em células tumorais humanas, uma
vez que todas as concentracGes avaliadas (0,1 a 20 uM) foram citotoxicas, enquanto que
somente concentracdes de 7,5 a 20 uM tiveram o mesmo efeito na linhagem nao tumoral, no
tempo de 24 h.

A exclusdo pelo método do azul de trypan ndo indicou citotoxicidade em nenhuma das
condicdes avaliadas para a linhagem tumoral. Entretanto, Ahsan et al. (2007) verificaram que
concentracdes de 0,2 a 10 uM de SAN por 24 h, reduziram significativamente a viabilidade de
células tumorais de pancreas, de maneira dose-dependente, pelo mesmo teste. Burgeiro et al.
(2013) também verificaram que a SAN (3 pM) induziu rapidamente a morte de células de
melanoma humano, duas horas ap6s a exposicdo. Ahmad et al. (2000) verificaram que a
citotoxicidade é um evento dose-dependente da concentracdo (1 a 10 uM) e que o alcaloide €
mais toxico para células de carcinoma epidermoide humano do que para queratinécitos normais.
Essas diferencas encontradas por este autor quando comparadas aos presentes resultados,
podem estar relacionadas com a metabolizacdo do alcaloide, que pode variar em fungéo das
enzimas que sdo expressas pela linhagem celular em questdo, aumentando ou diminuindo a
citotoxicidade do composto.

Apesar da reducdo da viabilidade celular nas concentracbes de 5,0 e 7,5 UM para a
linhagem ndo tumoral, observada no ensaio com o azul de trypan, os resultados da andlise por

citometria mostraram que nenhuma das concentragdes testadas de SAN comprometeu a
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integridade da membrana plasmatica das linhagens celulares avaliadas, mantendo um elevado
percentual de viabilidade celular. Justifica-se o observado pela proliferacdo celular que ocorreu
durante as 24 h de exposicédo ao alcaloide e o maior valor amostral analisado, que aumenta a
confiabilidade do teste. O tratamento com CPT ou SAN ndo comprometeu a integridade da
membrana plasmatica da linhagem MRC-5, o que poderia sugerir uma auséncia de resposta na
analise por citometria. Para mostrar que o tratamento realmente néo afetou a linhagem, a mesma
suspensdo celular analisada foi submetida a lesdo mecénica (agitacdo em vortex por 5 s), 0 que
comprovou uma reducéo significativa da viabilidade (35%) e boa responsividade do teste com
0 iodeto de propideo (dados nao inclusos nos resultados). Nao foram encontrados mais trabalhos
na literatura que utilizem esta ferramenta para analise da toxicidade da SAN.

Com base nos dados de citotoxicidade analisados em nivel de atividade mitocondrial e
integridade da membrana plasmatica nas HepG2/C3A e MRC-5, procedeu-se a investigacdo do
efeito genotoxico do alcaloide pelo teste do cometa. A andlise dos dados indicou que a SAN
induziu danos ao DNA de maneira dose-dependente para as células tumorais humanas. Além
disso, as concentragdes de 1,0 e 2,5 uM de SAN foram genotoxicas para a linhagem tumoral,
mas 2,5 UM néo apresentou o mesmo efeito para a linhagem ndo tumoral. Corroboram com
estes resultados o trabalho de Ahmad et al. (2000), que mostrou que células cancerigenas sdo
mais sensiveis ao alcaloide (1-5 M), enguanto que somente concentracdes maiores que 10 UM
apresentam efeito genotoxico para células normais. Em contraste, Debiton et al. (2003)
identificaram sensibilidade similar para a SAN em diferentes linhagens de células normais e
tumorais. Suportam ainda o potencial genotoxico do alcaloide os trabalhos de Ansari et al.
(2005), que identificaram o efeito genotdxico da SAN em células sanguineas e da medula 6ssea
de camundongos; De Stefano et al. (2009), em células de melanoma (0,1-5 uM); e Gatti et al.
(2014), em células tumorais ndo-pequenas de pulméo (3 uM).

As concentracOes de 5,0 e 7,5 UM de SAN, avaliadas em células ndo tumorais MRC-5
foram significativamente genotoxicas, induzindo um elevado indice de fragmentacdo de DNA.
A primeira concentragdo, em especial, induziu um nimero expressivo de cometas de classes 1,
2 e 3, enquanto que a segunda concentracdo induziu um maior nimero de cometas de classe 1
e, além disso, uma elevada frequéncia de nucleoides atipicos, bastante semelhantes a corpos
apoptoticos, que ndao puderam ser contabilizados neste ensaio.

Considerando entdo que os efeitos genotoxicos e a fragmentacdo do DNA podem estar
relacionados com a inducdo de apoptose, no teste com anexina V foi observado que a SAN
induziu um maior nimero de células em apoptose inicial e necrose (2,5 uM), e apoptose inicial

e tardia (7,5 uM) apenas para a linhagem ndo tumoral, enquanto que as concentracgoes de 0,5 e
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2,5 UM nao tiveram o mesmo efeito sobre a linhagem tumoral. A andlise do ciclo celular
confirmou este resultado porque o alcaloide induziu uma populacéo significativa de células ndo
tumorais em sub-G1 (SAN 7,5 uM=12,6%, em relacédo ao CTR=0,7%), indicando a presenca
de células em apoptose/mortas ap0s 24 h de exposicao. Diversos autores também identificaram
a atividade apoptdtica da SAN em diferentes linhagens celulares, pelo ensaio com anexina V
ou TUNEL: Ahsan et al. (2007), em carcinoma de pancreas (0,2-10 uM); Chang et al. (2007),
em células KB derivadas de HeLa (0,1-3 pM); Han et al. (2013), em células da bexiga (1,5
KUM); Kalogris et al. (2014), em células basais de carcinoma de mama (1,5-3 M), entre outros.
Os mecanismos de inducdo de apoptose descritos por estes autores foram relacionados a
formacéo de espécies reativas de oxigénio, ativacdo de caspases, despolarizacdo da membrana
mitocondrial, liberacdo de citocromo c e regulacdo de proteinas pré- e anti-apoptéticas, que
também podem ter contribuido para a atividade apoptdtica observada em células MRC-5.

Além disso, a apoptose também pode ser conduzida em resposta a danos no material
genético, normalmente relacionados com a ativacdo da proteina p53, que regula a expressdo de
genes pro-apoptéticos. Fortalecem esta hipotese os resultados de Han et al. (2013), ao
verificarem que a SAN (1,5 uM) induz efetivamente a apoptose (em média, 70% de células em
sub-G1, pela analise do ciclo celular, e 50% de células apoptoticas, com exposicdo de
fosfatidilserina). Os autores ainda constataram um aumento na expressao de genes pro-
apoptaticos, caspases-8, -9 e -3, e maior producdo de espécies reativas de oxigénio, em células
tumorais de bexiga.

A comparacao entre os diferentes resultados obtidos nos tratamentos com a sanguinarina
sugere a auséncia de inducdo de apoptose em células tumorais, possivelmente pelos
mecanismos de: manutencao da integridade da membrana plasmatica; ativacdo do sistema de
reparo, que corrigiu a fragmentacdo do DNA (efeito genotdxico) observada no teste do cometa;
e continuidade do ciclo celular. Diferentemente disso, na linhagem ndo tumoral, a atividade
apoptotica foi fortemente induzida, apesar da maior resisténcia ao alcaloide para a
citotoxicidade e genotoxicidade quando comparada a linhagem tumoral. A sanguinarina pode
ter contribuido para a reducdo da atividade das enzimas mitocondriais, resultando em um
aumento de espécies reativas de oxigénio, perda de potencial de membrana mitocondrial,

liberacdo de citocromo c, e consequente ativacdo da via intrinseca de apoptose.

5. Concluséo
Neste trabalho foi observado que os sistemas-teste celulares HepG2/C3A (tumoral) e

MRC-5 (ndo tumoral) sdo eficientes para o estudo da citotoxicidade e genotoxicidade induzidas,
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in vitro, podendo ser utilizados em estudos comparativos, atingindo os objetivos propostos.
Apesar da linhagem ndo tumoral ter se mostrado mais sensivel a inducdo de apoptose pelo
tratamento com o alcaloide, este fator ndo desqualifica a sanguinarina como um agente
potencial para o desenvolvimento de novas terapias relacionadas ao combate de neoplasias
malignas. A identificacdo de vias moleculares de acdo nestas e em outras linhagens celulares
certamente contribuirdo para uma melhor compreenséo dos efeitos citotoxicos e genotdxicos

desta substancia.
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