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RESUMO

Quimioterapicos disponiveis para o tratamento do cancer apresentam pouca eficacia
e baixa especificidade. Alcaloides indolicos isolados de plantas tratam-se de
importantes fontes de medicamentos antitumorais. Dessa forma, esse trabalho teve
por finalidade avaliar o potencial antitumoral da fracdo de alcaloides totais (FAT)
obtida de suplemento elaborado a partir da casca da A. subincanum, em modelo
experimental in vitro, tentando-se identificar possiveis alcaloides presentes na
fracdo. A analise de por CLAE e espectrometria de massas evidenciou a presenca
da uleina e outros 7 alcal6ides nao identificados em FAT. Em relagao as atividades
biologicas, FAT teve efeito citotoxico e antiproliferativo em diversas linhagens
tumorais (Hela, U937, HRT-18 e MCF7), sendo mais eficaz em células MCF7. Tal
atividade foi seletiva, quando comparado o efeito exercido por FAT em células MCF7
e sobre a linhagem McCoy (fibroblastos murinos). FAT promoveu o aumento do
numero de células na fase G1 do ciclo celular, levando ao desencadeamento de
apoptose. A fragdo também causou reducao intracelular de EROs devido a uma
ativacao forte e persistente da CAT. Por fim, o tratamento com FAT culminou na
supressao dos niveis de COX-2. Conclui-se que FAT apresenta importante efeito
antitumoral devido a interferéncias no equilibrio redox e na expressdo de COX-2. No
que se refere a investigagao do efeito antitumoral de compostos e produtos naturais,
€ comum a realizagdo de ensaios que avaliam o efeito citotdéxico e antiproliferativo
dos mesmos em linhagens celulares tumorais, destacando-se, o ensaio clonogénico.
Ha diversos problemas envolvidos nas analises dos resultados obtidos por meio
deste ensaio. Assim, 0 segundo objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um
software para determinagéo da area (total e individual) e do numero de colbénias. O
software apresentou performance superior quando comparado ao método manual
(padrao ouro de analise) e plugin, uma vez que foi capaz de analisar uma maior
quantidade de parametros, além de ter otimizado o tempo de analise. Conclui-se que
o software em desenvolvimento trata-se de uma ferramenta eficaz para
determinagao da area e do numero de colbnias.

Palavras-chave: Antitumoral. Citotoxicidade. Uleina. Aspidosperma subincanum.



ABSTRACT

Chemotherapy drugs available for cancer treatment have low efficacy and low
specificity. Indole alkaloids isolated from plants are important sources of antitumor
drugs. Thus, the objective of this work was to evaluate the antitumor potential of the
total alkaloid fraction (FAT) obtained from a supplement prepared from the A.
subincanum bark, in an experimental model in vitro, in an attempt to identify possible
alkaloids present in the fraction. Analysis by HPLC and mass spectrometry
evidenced the presence of ulein and other 7 unidentified alkaloids in FAT. In relation
to the biological activities, FAT had a cytotoxic and antiproliferative effect in several
tumoral lines (Hela, U937, HRT-18 and MCF7), being more effective in MCF7 cells.
Such activity was selective when compared to the effect exerted by FAT on MCF7
cells and on the McCoy line (murine fibroblasts). FAT promoted the increase in the
number of cells in the G1 phase of the cell cycle, leading to the onset of apoptosis.
The fraction also caused intracellular reduction of ROS because of a strong and
persistent activation of CAT. Finally, treatment with FAT culminated in the
suppression of COX-2 levels. It is concluded that FAT has an important antitumor
effect due to interferences in redox balance and expression of COX-2. As regards the
investigation of the antitumor effect of natural compounds and products, it is common
to perform tests that evaluate the cytotoxic and antiproliferative effect of the same in
tumor cell lines, especially the clonogenic test. There are several problems involved
in the analysis of the results obtained by this assay. Thus, the second objective of
this work was to develop and validate a software for determining the area (total and
individual) and the number of colonies. The software presented superior performance
when compared to the manual method (gold standard of analysis) and plugin, since it
was able to analyze a greater amount of parameters, besides having optimized the
analysis time. It is concluded that the software in development is an effective tool for
determining the area and number of colonies.

Key-words: Antitumor. Citotoxicity. Uleine. Aspidosperma subincanum.
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1 INTRODUGAO

Depois das doencgas cardiacas, o cancer constitui a principal causa de morte
nos Estados Unidos, sendo responsavel por mais de 500.000 casos fatais
anualmente. No Brasil, conforme o Instituto Nacional do Cancer, ocorreram no biénio
2016 - 2017, cerca de 600.000 casos novos de cancer, sendo os tipos mais
incidentes, a excegao do cancer de pele ndo melanoma, os canceres de préstata e
de pulmdo no sexo masculino e de mama e colo do utero no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo. Portanto, esta
patologia se configura como um problema de saude publica tanto de dimensdes
internacionais como nacionais (INCA, 2017).

Embora ja existam farmacos consagrados no tratamento do cancer, nenhum
destes foram capazes de regredir completamente as diferentes manifestagdes desta
patologia, ou mesmo reduzir significativamente sua toxicidade e efeitos adversos,
além de induzir a multiresisténcia a quimioterapia em tumores (MDR) (LONGLEY;
JOHNSTON, 2005; HOLOHAN et al., 2013).

Sabe-se que o processo de apoptose € essencial para eliminagao de células
cancerosas e, desta forma, este mecanismo tornou-se alvo de estudos na procura
de novos farmacos para serem utilizados na quimioterapia do cancer. A maior parte
das células tumorais apresenta mutagdes que levam a superexpressao de proteinas
antiapoptoticas e a inativagdo de genes supressores tumorais, como o p53, que
regula positivamente a apoptose em fungcido da ocorréncia de danos irreparaveis no
DNA (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE, BERNEMAN, 2003). Outra mutagado que
recebe destaque, trata-se da superexpressédo da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2),
relacionada ao desencadeamento do processo inflamatério e também a
carcinogénese, uma vez que a ativagao desta enzima € capaz de promover a
indugdo de resisténcia a apoptose e de favorecer a ocorréncia de angiogénese e
metastase(SUBHASHINI, MAHIPAL, REDDANNA, 2005).

E importante destacar que diversos alcaloides inddlicos sdo capazes de
exercer efeito antitumoral e antiinflamatorio significativos. Como exemplo de
alcaloides inddlicos com efeito antitumoral, pode-se citar os alcaloides da vinca
(vincristina e vimblastina) e o paclitaxel. Em relacdo a alcaloides inddlicos com efeito

antiinflamatdrio, recebe destaque a uleina, presente principalmente em plantas do
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género Aspidosperma e Himatanthus (Apocynaceae)(BRANDAO et al, 2010; SOUZA
2004; HOLANDA et al. 2008).

Dentro deste contexto, este trabalho foi uma tentativa de validar, por meio de
ferramentas bioquimicas e de biologia molecular, o efeito antitumoral induzido
pelafracdo de alcaloides totais (FAT) isolado do fitoterapico Para Pau Aspido
80®(Parabolic Biologicals Itd), e verificar se o efeito esta relacionado a agao
antiinflamatdria apresentada pela uleina, composto presente nafragdo em questao.

No que se refere a investigacdo do efeito antitumoral de compostos e
produtos naturais, € comum a realizagdo de ensaios que visam avaliar o efeito
citotoxico e antiproliferativo dos mesmos em diversas linhagens celulares tumorais.
Estes ensaios normalmente avaliam a capacidade destes produtos e/ou compostos
em induzirem danos a membrana plasmatica e de reduzirem a atividade metabdlica
ou a proliferagao de células malignas. Um exemplo de teste utilizado para este fim,
trata-se do ensaio clonogénico, o qual avalia o potencial de uma unica célula gerar
clones frente a um tratamento, permitindo verificar ndo apenas a atividade citotdxica
e/ou antiproliferativa de substancias, mas também a duracdo da promoc¢ao destes
efeitos (temporarios ou permanentes), fornecendo informagdes preliminares sobre a
existéncia de resisténcia ao tratamento (JONES et al., 1985; PARCHMENT et al.,
1992). Classicamente, a analise deste ensaio é realizada mediante a contagem do
numero de colbnias formadas apods a exposicao de células aos tratamentos teste,
sendo considerada uma colénia, um grupo constituido por 50 células (FRANKEN et
al, 2006).

Um dos problemas envolvidos nas analises dos resultados obtidos por meio
do ensaio de formacdo de colbnias se deve ao fato destas serem realizadas
manualmente, o que torna a analise demorada e subjetiva (CHOUDHRY, 2016)
evidenciando assim, a necessidade de automacdo para a obtencao de resultados
mais fidedignos, além da otimizacao de tempo. Por fim, salienta-se que muitas vezes
a determinacado do numero de colénias ndo é o melhor parametro para avaliar-se o
efeito induzido por um tratamento. Pode-se citar, por exemplo, tratamentos que
induzem senescéncia celular, onde eventualmente ndao observa-se diferenca no
numero de coldnias e sim, no numero de células por colonia.

Assim, este trabalho também apresenta esforcos no intuito de automatizar e

otimizar a analise de dados obtidos por meio do ensaio clonogénico, por meio do
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desenvolvimento e da validacdo de um software que determina a area (total e
individual) e o numero de coldnias.

Para melhor compreensao do leitor, optou-se em dividir o mesmo em dois
capitulos. O capitulo 1 abordou a parte do trabalho relacionada a investigagdo do
efeito antitumoral dafracido de alcaloides totais obtido de suplemento elaborado a
partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE.
Ja o capitulo 2 discorreu sobre a parte do trabalho relacionada ao desenvolvimento

de um software de mensuracéo de area e de numero de colbnias.
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CAPITULO 1 - ESTUDO DO EFEITO ANTITUMORAL DE FRAGAO DE
ALCALOIDES TOTAIS OBTIDO DE SUPLEMENTO ELABORADO A PARTIR DA
CASCA DE Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE

2 OBJETIVOS
2.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antitumoral in vitro da fracdo de alcaloides totais (FAT) obtida
por meio do suplemento Para Pau Aspido 80° (Parabolic Biologicals Itd),

investigando possiveis mecanismos de agao do mesmo.
2.1.2 Objetivos Especificos

— Caracterizar a fracdo de alcaloides totais (FAT) do suplemento Para Pau
Aspido 80° (Parabolic Biologicals Itd);

— Avaliar a citotoxicidade e o efeito antiproliferativo da FAT em linhagens
tumorais, selecionando a linhagem mais susceptivel ao tratamento, além de
de verificar se o efeito da FAT é seletivo para células tumorais;

— Verificar o efeito de FAT sobre a distribuicao de células nas diferentes fases
do ciclo celular e sobre a atividade pro-apoptotica em células da linhagem
tumoral mais sensivel a fragcao;

— Avaliar o envolvimento de espécies reativas do oxigénio (EROs) e de enzima
antioxidante (CAT) nos efeitos citotoxico e antiproliferativo de FAT sobre a
linhagem tumoral escolhida;

— Determinar os niveis de COX-2 em células da linhagem tumoral mais sensivel
a fracao, correlacionando o efeito anti-inflamatério de FAT as atividades pro-

apoptética e antiproliferativa da mesma.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CANCER

O cancer é considerado um problema de saude publica, o qual esta presente
principalmente em paises em desenvolvimento. Para os préximos anos, estima-se a
ocorréncia de 20 milhdes de novos casos no mundo (INCA, 2017). No Brasil, para o
biénio 2016-2017, foram estimados 600 mil novos casos da doenca sendo os tipos
mais frequentes (com excegado do cancer de pele ndao melanoma) nos homens, o
cancer de préstata, pulmao e intestino; e nas mulheres, o cancer de mama, intestino
e colo de utero (OMS, 2016; INCA, 2017).

Clinicamente, o cancer é considerado um conjunto de mais de 100 doencgas
as quais apresentam desordem na proliferacdo celular podendo levar a metastase,
processo que culmina na formagao de tumores em locais distantes do sitio de
origem (INCA, 2017).

Esta doenca, do ponto de vista bioquimico, € uma doenga celular
caracterizada por um descontrole sobre o ciclo e processos de morte celular,
levando a uma proliferagdo exarcebada, desenvolvimento de tumores e a resisténcia
a apoptose (MOFFAT et al., 2000).

Tais alteracdes bioquimicas e celulares se devem a ocorréncia de mutagdes
em genes que controlam esses processos e sao divididos em dois grupos principais:
oncogenes e genes supressores tumorais (WOLF e RAMIREZ, 2001; AUDIC,
HARTLEY, 2004). Oncogenes sado genes que codificam proteinas envolvidas na
proliferagdo celular excessiva. Ja 0s genes supressores tumorais inibem o
crescimento de células malignas (MEEK, 2009; RAJAGOPALAN et al.,2010).

Estes genes, ao sofrerem mutacbes podem levar a ativagdo de proto-
oncogenes em oncogenes, o que leva a superexpressao de proteinas e receptores
responsaveis pelo crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular. Ainda, as
mutag¢des envolvidas na carcinogénese podem acarretar na inativagao dos genes
supressores tumorais. Dentre os genes frequentemente mutados em células
neoplasicas pode-se citar aqueles que codificam as proteinas c-Myc, p53, p16, Ras,
familia Bcl-2 (Bax, Bid), cinases dependentes de ciclinas (CDKs), ciclinas, entre

outras. Destas, mutagdes nos genes p53 e bcl-2 sdo as mais frequentes, sendo que
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50% dos tumores em média apresentam as mesmas (REED, 1998; KUMARI,
KOHLI; DAS, 2014).

As causas do cancer podem ser externas ou internas ao organismo, e se
correlacionam. As causas externas estdo associadas a fatores como o meio
ambiente, habitos sociais e culturais envolvendo a exposi¢cdo do organismo a
carcinégenos, tendo como exemplos: dieta inadequada, exposi¢gdo exacerbada a
radiagao solar, alcoolismo, tabagismo, exposicédo a fumacga, ingestdo incorreta ou
abusiva de medicamentos, dentre outros (INCA, 2017). Ja as causas internas sao
geneticamente pré-determinadas (fatores hereditarios, familiares e étnicos) e
relacionadas a capacidade de defesa do organismo frente a agressdes externas
(INCA, 2016).

O tratamento do cancer envolve a utilizagdo de trés abordagens: excisao
cirargica, radioterapia e quimioterapia, sendo esta ultima considerada o tratamento
de maior eficacia (MILLER et al., 1981), pois diversos tumores levam a metastases
precocemente, indicando a importancia da terapia sistémica que € o objetivo deste
tratamento (ENGERS e GABBERT, 2000).

Embora haja diversos farmacos convencionalmente utilizados na clinica,
nenhum dos esquemas terapéuticos aplicados é capaz de regredir completamente
as diferentes manifestacbes desta doenga. Além disso, o uso de agentes
antitumorais acarreta em uma alta incidéncia de efeitos adversos associados a sua
elevada toxicidade e inespecificidade. Outra questao importante sobre o tratamento
do cancer trata-se da resisténcia a quimioterapia (MDR), resultando na escolha de
terapia associada para melhor resposta do paciente (LONGLEY e JOHNSTON,
2005; HOLOHAN et al., 2013).

Essas informagdes ressaltam a necessidade de identificar-se novos farmacos
elou abordagens terapéuticas para o tratamento do cancer. Nesse sentido, grande
parte das pesquisas realizadas para este fim, baseiam-se em estudar os efeitos de
agentes analogos aos existentes, preconizando maior especificidade e menor
incidéncia de efeitos colaterais (BONASSA, 2005).
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3.2 MECANISMO DE MORTE CELULAR

3.2.1 Apoptose

A apoptose é um fenbmeno de morte celular programada, a qual foi descrita
por Kerr, Wyllie e Curie em 1972. Tal processo € caracterizado pela ocorréncia de
diversas alteragdes morfolégicas que incluem a condensagdo da cromatina, a
fragmentacao do DNA e a formagéo dos corpos apoptéticos (Figura 2) (EDINGER e
THOMPSON, 2004; SU; MEI; SINHA, 2013).

A apoptose é um evento controlado por meio da ativacdo de fatores pro-
apoptoticos mediados por proteinas sinalizadoras e efetoras, ocorrendo tanto em
situagdes fisiologicas, como por exemplo, renovagao celular, tecidual e defesa do
organismo perante a acdo de patdgenos; quanto em condigdes patoldgicas, como
em doengas cardiovasculares, em resposta a danos genotdéxicos e na
carcinogénese. Nas situagbes patologicas os genes de regulagdo encontram-se
mutados, superexpressos, suprimidos ou subexpressos (ALBERTS et al., 2008; SU,
MEI, SINHA, 2013).

Este mecanismo de morte celular € desencadeado pela ativagao de duas vias
principais denominadas via extrinseca ou citoplasmatica e via intrinseca ou
mitocondrial (Figura 1), que respondem a diversos sinais celulares, tais como:
agentes quimioterapicos, radiagao ionizante, danos no DNA, privagao de fatores de

crescimento, estresse oxidativo, entre outros (VELU et al., 2007).
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Figura 1. As duas principais vias apoptéticas, as quais sdo ativadas por estimulos apoptoticos
internos (via intrinseca) e externos (via extrinseca). A via intrinseca, ao ser desencadeada, libera o
citocromo ¢ e SMAC para o citoplasma. O citocromo ¢ ao ser liberado se liga e ativa APAF-1,
promovendo a ativagdo das caspases 9 e 3. SMAC se associa a IAPs o que impede a inibigao das
caspases 9 e 3. A ativacao destas caspases culmina na morte celular por apoptose. Proteinas Bcl-2 e
Bcl-xI inibem a liberagdo do citocromo c, ja as proteinas BAD, BID e BAX induzem a liberagdo do
mesmo. Na via extrinseca os receptores de morte sdo ativados (FAS/FASL), estes por sua vez, se
associam a proteinas adaptadoras (FAAD), levando a formagdo do complexo indutor de morte
(DISC), ativando as caspases 8 e 3 e culminado na morte celular por apoptose.

Fonte: Adaptado de Reed, 2006.

A via extrinseca tem inicio com a ativagc&o dos receptores de morte, os quais,
nesta condicdo, associam-se a proteinas adaptadoras e a pro-caspases levando a
formagdo do complexo indutor de morte (DISC) e culminando na ativagdo das
caspases iniciadoras (8 ou 10). Estas por sua vez, levam a ativagado das caspases
efetoras (3 ou 7) induzindo a morte apoptética (IGNEY e KRAMMER, 2002;
FAVALORO et al., 2012).

Ja a via intrinseca responde a injurias que levam a permeabilizagcdo
mitocondrial (exemplo dano ao DNA e acado de agentes oxidantes), promovendo a
liberacdo de moléculas préo-apoptoticas no citoplasma. Esta permeabilizagdo se deve
ao colapso do potencial de membrana interna (AW) e ao extravasamento da agua
presente do espaco intermembranas para a matriz mitocondrial, o que leva a ruptura
da mitocondria e liberagdo das proteinas. Este processo também contribui para a
perda da homeostase celular, cessando a sintese de ATP e elevando os niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROS), promovendo a oxidagdo de lipideos,

proteinas e acidos nucleicos e aumentando, por consequéncia, o colapso do
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potencial de membrana interna (IGNEY e KRAMMER, 2002; FAVALORO et al.,
2012).

Dentre as proteinas pré-apoptoticas que séo liberadas para o citosol, destaca-
se o citocromo ¢, o qual associa-se a APAF-1 e a pro-caspase-9, levando a
formacao do apoptossomo, que culmina por sua vez na ativagcao da caspase-9 e em

sequéncia, da caspase-3, ocasionando a apoptose (GRIVICICH et al., 2007).
3.2.2Necrose

A necrose € um processo de morte celular caracterizado pela perda da
integridade da membrana celular, inchago citoplasmatico, aparecimento de vacuolos,
inchaco do reticulo endoplasmatico, distencdo mitocondrial, lise de lisossomos e
liberacdo do conteudo citoplasmatico para o meio extracelular, gerando uma
resposta inflamatéria e podendo acarretar na morte e injuria de células vizinhas e
danos teciduais irreversiveis (Figura 2) (TRUMP et al., 1997; KUROSAKA et al.,
2003; HENRIQUEZ et al., 2008).

Este processo pode ser desencadeado por diversas condigdes como
infeccbes, processos inflamatdrios, isquemias, agentes térmicos e quimicos.
Neoplasias, diabetes, distrofia, cirrose hepatica, sdo exemplos de doencas em que
observa-se a ocorréncia de necrose, sendo que o trauma gerado por este
mecanismo pode levar a falhas extensivas na fisiologia normal, o que contribui para
a diminuicdo da homeostasia celular e o agravamento destas condi¢gdes (OKADA e
MAK, 2004).

A necrose € um processo que pode ocorrer ou nao de forma regulada.
Estudos evidenciam a acgao de alguns reguladores essenciais no controle da
mesma, como o receptor do fator de necrose tumoral (TNFR), receptores de
interagéo proteina-cinase 1 e 3 (RIPK1 e RIPK3) e o receptor associado ao fator-2
(TRAF2) (AMARAVADI e THOMPSON, 2007; GALLUZZI, KEPP, KROEMER, 2011;
NAUDE et al., 2011). Nesse sentido, tem sido observado que a ligagdo do fator de
necrose tumoral (TNFa) ao seu receptor ativa o complexo RIPK1/RIPK3
desencadeando a necrose (GALLUZZI; KEPP; KROEMER, 2011; HAN; ZHONG;
ZHANG, 2011). Por fim, cabe ressaltar que este processo de necrose regulada é
denominado “necroptose” (FULDA, 2013; GALLUZZI, KEPP, KROEMER, 2011).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos diferentes estagios de necrose (esquerda) e apoptose
(direita). No processo de morte celular por necrose, a membrana plasmatica é rompida, o que leva
ao extravazamento do conteudo intracelular para o meio extracelular. Na morte celular por apoptose,
ocorre a formagdo dos corpos apoptoéticos, os quais contém restos celulares, e estes sdo, em
seguida, fagocitados por macréfagos ou células vizinhas.

FONTE: Adaptado de MEER et al., 2009.

3.3 CICLO CELULAR

O ciclo celular, também chamado de ciclo de divisdo celular, descreve uma
série de eventos que ocorrem em uma ceélula e que levam a sua divisdo e
duplicacao, ou seja, que acarretam em uma replicagao idéntica (BEHL e ZIEGLER,
2014). A progresséo entre as diferentes fases é controlada por uma maquinaria
bioquimica conservada, a fim de garantir a correta duplicagdo e segregagédo do
genoma, que esta atrelada a sinais extracelulares de controle de crescimento e
proliferacdao (DIAZ-MORALLI et al., 2013). Este processo apresenta quatro fases:
Gap1 (G1), sintese (S), Gap 2 (G2), mitose (M) e GO (ALMEIDA et al, 2005). Na fase
G1, ocorre a preparacdo das células para a divisdo celular e a sintese de

macromoléculas essenciais para a célula nova. Ja a fase S é caracterizada pela
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duplicacédo do DNA. Por fim, na fase G2, sao sintetizados componentes para a
mitose, finalizando o ciclo celular (Figura 3) (ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 3. Progresséo do ciclo celular. O ciclo celular ocorre em fases e estas apresentam checkpoints
a fim de evitar possiveis erros na duplicagao celular. Na fase G1 ocorre o primeiro checkpoint, o qual
avalia a integridade do DNA, assim como o tamanho e ambiente celular. Na fase S e G2, o
checkpoint & responsavel por verificar falhas na replicacdo e integridade do DNA. O dultimo
checkpoint, o qual ocorre na fase M, avalia novamente a integridade do DNA e assegura a
segregacgao correta dos cromossomos, assim como a estabilidade genética.

Fonte: Adaptado de Alberts et al., 2002.

Os mecanismos sensores que realizam o monitoramento e regulagao do ciclo
sdo denominados checkpoints (pontos de controle) (BARTEK et al., 1999),
(WILLIAMS e STOEBER, 2012; DIAZ-MORALLI et al., 2013). Atualmente a literatura
cita a existéncia de trés checkpoints: a) checkpoint de dano ao DNA, o qual ocorre
nas 4 fases do ciclo celular; b) checkpoint de replicagdo, que monitora a progressao
pela fase S, garantindo a duplicagdo correta do DNA e c) checkpoint do fuso
mitotico, que ocorre na fase M e vigia a ligagdo dos cromossomos aos microtubulos
(Figura 3). Ao ser detectado um evento erréneo ao longo do ciclo, estes mecanismos
sensores emitem sinais para proteinas efetoras, as quais podem levar ao bloqueio
ou parada do ciclo até a resolugdo do mesmo. Se este erro nao for reparado, as
células podem ser induzidas a senescéncia ou apoptose (BARNUM eO’'CONNELL,
2016).
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Como exemplo de proteinas efetoras pode-se citar as ciclinas e quinases
dependentes de ciclinas (CDK), as quais, uma vez complexadas, levam a
progressao do ciclo e mantém as células em divisdo. Por sua vez, a atividade das
CDKs é controlada pela agdo dos inibidores de CDK (CDKIls), os quais incluem
proteinas como p21 (Cdkn1a), p27 (Cdkn1b) e p57 (Cdkn1c). Tais inibidores atuam
mediando o bloqueio ou parada do ciclo por meio da sua unido a CDKs
complexadas com ciclinas (BARBACID, 2005). Outros inibidores de CDKs tratam-se
das proteinas p15 (Cdkn2b), p16 (Cdkn2a), p18 (Cdkn2c) e p19 (Cdkn2d), as quais
associam-se especificadamente a CDK4 conjugada a quinase dependente de
ciclinas D (SCHWARTZ e SHAH, 2005).

Por fim, outra proteina de alta importancia para o controle do ciclo celular é a
proteina supressora tumoral p53, que atua principalmente no checkpoint G1/S para
checagem e reparo de danos ao DNA. Esta proteina atua ao induzir a transcrigao
de p21, levando a inibicdo da atividade de CDK e ao bloqueio/parada do ciclo
celular, impedindo a transmissédo da informagao genética incorreta a células filhas.
Se a injuria for irreparavel, a proteina leva a transcricdo de genes envolvidos na
indugdo da apoptose (NIIDA e NAKANISHI, 2006; VERMEULEN; VAN
BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

3.4 ESTRESSE OXIDATIVO, INFLAMACAO E CANCER

A espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas altamente reativas
derivadas do metabolismo aerdbico, podendo reagir com diversos compostos que
estejam proximos e atuarem como agentes oxidantes ou redutores (ANDRADE et
al., 2010; BARBOSA et al., 2010; SCHIEBER e CHANDEL, 2014). Existem EROs
radicalares, como por exemplo o anion superoxido (O2°") e o radical hidroxil (HO*"),
bem como EROs ndo radicalares, tais como peroxido de hidrogénio (H20:2), acido
hipocloroso (HOCI) e oxigénio singlete ('02). O principal local de origem de EROs
trata-se da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, mas a produg¢ao também
pode ocorrer por outras vias, tais como “burst oxidativo” (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015; ALFADDA e SALLAM, 2012).

Dentre os radicais livres (RL), o radical *OH possui maior reatividade e
nenhum organismo apresenta defesa antioxidante capaz de metaboliza-lo, ha

somente a defesa por scavengers especificos, como por exemplo a glutationa
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reduzida (GSH) (CHANCE et al., 1979; SANCHEZ, 2012). Este radical pode agir
em diversas estruturas celulares, como proteinas (enzimas e membranas), lipidios e
acidos graxos, a lipoperoxidagao (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Mesmo que
o O2*e o H202 ndo apresentem alta reatividade, podem originar outras espécies
extremamente reativas, tais como o radical hidroxil (*OH), através da chamada
Reacao de Fenton (Reacao A e B) (Figura 4) podendo mediar, indiretamente, efeitos
biolégicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; LIPINSKI, 2011).

05 + Fe3" 5 0, + Fe?" (reacio A)

H,0, + Fe?" > Fe3" + OH- + OH" (reacdo B)

Figura 4. Sequéncia da Reacgédo de Fenton.

A importancia biolégica das EROs vem sendo descrita desde 1954, assim
como a relagao destas com patologias, como por exemplo, cancer, diabetes mellitus,
doengas cardiovasculares, entre outras (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).
Frequentemente os efeitos deletérios de EROs no organismo humano devem-se a
situacado de estresse oxidativo, caracterizada pelo ataque a biomoléculas tais como
DNA, lipideos, proteinas e carboidratos, devido ao desequilibrio entre agentes
oxidantes e antioxidantes, a favor dos pro oxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2015; CAROCHO;FERREIRA, 2013).

As EROs também atuam em processos fisiologicos normais, como na
transducao de sinal e no ténus vascular, tendo papel importante na homeostase
celular, e mostrando a necessidade de equilibrio entre geragdo de EROs e defesa
antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; ALFADDA e SALLAM, 2012).
Desta forma, EROs e defesas antioxidantes devem ser produzidos de forma
continua e estarem fisiologicamente em propor¢des adequadas (BARBOSA et al.,
2010).

Em relacdo a defesa antioxidante, sabe-se que a mesma é realizada por
substancias antioxidantes, as quais, mesmo em baixas concentragées em relagao
ao agente oxidante, revertem o processo de oxidacado através de trés maneiras: a)
inibindo a formagéo de RL e EROs (prevenindo o dano); b) impedindo a agcéo de RL

e EROs, tais como aqueles que atuam como sequestradores (scavengers); c)
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reparando e reconstituindo estruturas que foram lesadas (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015).

A defesa antioxidante & dividida em enzimatica e ndo-enzimatica (Figura 5).
Dentre os agentes n&o enzimaticos pode-se citar a GSH, um tripeptideo produzido
endogenamente, cuja agao scavenger € de grande importancia (HUBER et al.,
2008). Outros antioxidantes ndo enzimaticos podem ser obtidos da dieta, como por
exemplo, o a-tocoferol (presente na vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C),
carotenoides licopeno e B-caroteno) e compostos fendlicos (BARREIROS e DAVID,
2006). Ainda neste grupo, existem substancias sintéticas como, por exemplo, a N-
acetilcisteina (NAC) a qual é precursora da GSH, e apresenta atividade
farmacolégica atuando como agente mucolitico (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2015;BARBOSA et al., 2010).

| ANTIOXIDANTES |
| ENZIMATICOS | l » NAO ENZIMATICOS |
; ; ‘ i i
ENZIMAS PRIMARIAS | | ENZIMAS SECUNDARIAS | | COFATORES | COMPOSTOS
1 ORGANDSULFURADOS
g o ;
CAT GEPD
GPY
| CAROTENOIDES  |[+— COMPOSTOS DE
+ + NITROGENIO NAO
B-carotena PROTEICOS
Licopens
| VITAMINAS E DERIVADOS |.— Ackdo drico
¥
Retinal [A) —  ACIDOS FENOLICOS ‘
Acido ascdrbica (C)
Tocoferol (E)
Flavonols
Antocianings | _.| MINERAIS |
Isoflavensides 4—-| FLAVONOIDES |4 T
Flavavonas .
Flawonas si;;

Figura 5. Principais antioxidantes naturais enzimaticos e ndo enzimaticos.O sistema antioxidante
humano é divido em dois grandes grupos, o enzimatico e ndo enzimatico. O sistema enzimatico é
subdividido em defesas enzimaticas primarias e secundarias. As defesas primarias sdo compostas
pela acdo de trés enzimas principais: glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD).J4 as defesas secundarias s&o formadas pela glutationa redutase (GR) e pela
glicose-6-fosfato (G6PD). As defesas ndo enzimaticas sao formadas por cofatores, como por
exemplo, a coenzima Q 10, carotenoides, vitaminas e seus derivados, flavonoides, acidos fendlicos,
minerais, compostos organosulfurados e compostos de nitrogénio ndo proteicos.

Fonte: Adaptado de Carocho e Ferreira, 2013.

A vitamina E, inicialmente denominada inibitol, € um grupo constituido de 8
antioxidantes produzidos por vegetais, sendo eles a, [3, y, 6- tocoferol e q, B, vy, e &-

triendis, dentre estes, o a-tocoferol se destaca por aparecer em abundancia em
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plantas, e por consequéncia, no plasma e tecidos humanos por meio da dieta. A
funcdo antioxidante da vitamina E refere-se a inibicado da peroxidagao lipidica, por
meio da doagdo de hidrogénio para o radical peroxil. Neste processo, ocorre a
desativacdo do tocoferol, o qual é regenerado por reagdo com o ascorbato nas
membranas das células e/ou com a ubiquinona na membrana mitocondrial (TRABER
e STEVENS, 2011; BARREIROS e DAVI, 2006).

Dentre as enzimas antioxidantes responsaveis em proteger as células de
eucariotos do estresse oxidativo, pode-se citar como por exemplo, a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015).

A SOD é uma metaloenzima essencial para tecidos e células, ela realiza a
remocgao do O2°* a partir da dismutagdo para O2 e H202 (McCORD; FRIDOVICH,
1969). A CAT é uma hemoproteina que realiza a redugéo especifica do H202 para
H20 e O2, uma vez que o peréxido de hidrogénio é estavel e extremamente difusivel,
este permeia eritrocitos e tecidos, tornando-se uma molécula sinalizadora (HARVEY,
1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

Outra enzima antioxidante é a glutationa redutase (GR), a qual é responsavel
pela redugdo de glutationa oxidada (GSSG) a GSH, regenerando o tripeptideo e
mantendo os niveis intracelulares ideais. Para realizar esta fungédo, esta enzima
necessita de co-fatores, a Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH),
obtido da via das pentoses, e flavina adenina dinucleotideo (FAD), a qual deriva da
riboflavina (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

Como mencionado anteriormente, o estresse oxidativo esta relacionado a
processos patolégicos, bem como esta envolvido na homeostase celular. No que se
refere ao cancer, tem sido descrito que estas espécies estdo envolvidas na
tumorigénese, estando presentes em taxas elevadas em quase todos os tipos de
cancer (LIOU e STORZ, 2010), favorecendo a sobrevivéncia, crescimento e
proliferacdo celular, além de induzirem a ocorréncia de processo inflamatério no
microambiente tumoral, o que propicia ainda mais o desenvolvimento de tumores
(STORZ, 2005).

Nesse sentido, outro processo relacionado ao estresse oxidativo € a
inflamacéo, esta atua em resposta a um agente agressor na tentativa de reparar a
homeostase tecidual. Durante o processo inflamatério ha o recrutamento de células

do sistema imune, tais como os neutrofilos, os quais possuem a enzima
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mieloperoxidase (MPO) que apresenta papel fundamental no processo de fagocitose
(RUBIN et al., 2006; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2008; PAPAYANNOPOULOS e
ZYCHLINSKY, 2009; SOEHNLEIN e LINDBOM, 2010). Na inflamagao, a enzima
NADPH oxidase é ativada e, juntamente com o influxo de ions, leva a ativagao da
MPO, acarretando na geracao de acido hipocloroso (HOCI) a partir de H202, o qual
pode causar dano oxidativo ao patégeno (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

A expressao de fatores inflamatérios € conduzida pelo fator de transcricao
nuclear NF-kB (COURTOIS e GILMORE, 2006). O complexo NF-kB é formado por
uma familia de cinco fatores de transcrigdo conservados evolutivamente: p65 (RelA),
RelB, c-Rel, p50 (NF-kB1) e p52 (NF-kB2) (GUPTA et al.,, 2010). Estes fatores
possuem uma regido altamente conservada no dominio N-terminal (NTD)
denominado dominio de homologia REL (RHD), o qual realiza a formagao de
heterodimeros, a ligacdo ao DNA e a interagdo com a proteina inibitoria de NF-kB
(IkB)(ZHENG et al., 2011).

Em células de mamiferos foram descritos trés tipos principais de IkBs: IkBa,
IkBb e IkBg, as quais agem mascarando a sequéncia de localizagdo nuclear que se
encontra no RHD das subunidades de NF-kB. Além destes |IkBs classicos, proteinas
atipicas que incluem B cell CLL/ lymphoma 3(BCL3),IkBC e IkBNS também s&o
membros da familia de inibidores (VALLABHAPURAPU e KARIN, 2009).

A degradacéao de IkBs se da de forma regulada e é dependente de cinases de
IkB (IKK), um complexo composto por duas subunidades cataliticas IKKa e IKKB e
uma subunidade regulatoria IKKy. Este complexo é necessario para ativagao da via
classica ou candnica de sinalizagdo do NF-kB (Figura 6) (SHIH et al., 2010%). Nesta
via, as proteinas p65 e p50 do complexo NF-kB estdo geralmente inativas e
localizadas no citoplasma, enquanto se encontram ligadas ao IkB. Para que estas
subunidades se desliguem de seu inibidor, € necessaria uma fosforilagao da IkB nos
residuos de serina 32 e 36, que € realizada pelo complexo IKK. Tal fosforilagéo
conduz o inibidor a ubiquitinacdo e degradagdo via proteassomo 26S. O
heterodimero p65/p50 € entéo translocado para o nucleo e ativa a transcri¢ao génica
através da ligacdo a sequéncias especificas de DNA, conhecidas como sitios kB
(KARIN e BEM-NERIAH, 2000; VANDENABEELE et al. 2010; GUPTA et al., 2010;
ZHENG et al., 2011).

Na via ndo canénica (Figura 6), o homodimero de IKKa é ativado pela

fosforilagdo mediada pela quinase NIK (cinase indutora de NF-kB). Entdo, o
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complexo IKKa ativo fosforila o precursor p100 que é processado proteoliticamente
em p52. Dessa forma, p52 forma um heterodimero com RelB, que é translocado
para 0 nucleo e desempenha seu papel como ativador da transcricdo génica
(GUPTA et al., 2010; VANDENABEELE et al. 2010; SUN, 2010).

VA CANONICA VIA NAD caNONICA

Figura 6. Vias de ativacdo de NF-kB. Ha duas vias principais de transducéo de sinal NF-kB: a via
canbnica e a nao canbnica. Na via canbnica, o dimero p50/RelA é mantido no citoplasma por
interacdo com IkB. Ao se ter um estimulo, o complexo IKK se torna ativo e fosforila IkB, o qual sera
degradado e leva ao deslocamento do dimero p50/RelA para o nucleo, ativando assim, a transcrigéo
de genes alvo. Na via ndo candnica ocorre a ativagdo do complexo IKK (nesta via este complexo
apresenta duas subunidades alfa), por meio da cinase indutora de NF-kB (NIK) o qual, por sua vez,
ativa o complexo p100/RelB que é processado a p52/RelB e este é deslocado para o nucleo a fim de
exercer sua fungao.

Fonte: Adaptado de Gilmore (2006).

A ativagdo do NF-kB pode ser iniciada por um grande numero de estimulos
extracelulares tais como: respostas inflamatérias (sinalizagdo das citocinas
interleucina (IL-1B), TNF-a, CD40, RANK e BAFF-R); pelo reconhecimento de
padrées moleculares associados a patdégenos (PMAPSs) procariotos (LPS via TLR4
ou a patogenos virais, como dsRNA (double-stranded RNA) e ssRNA (single
stranded RNA) via TLR3 e TLR7, respectivamente); pelos receptores de células B
(BCR) e T (TCR); e também pelos receptores de fatores de crescimento como os
membros da familia EGFR (UMEZAWA, 2006; GUPTA et al., 2010).
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Tem sido relatado que EROs apresentam papel dubio relacionado a ativagao
do NF-kB. De acordo com Morgan e Liu (2010) EROs podem ativar este fator de
transcricdo ao interferir na fosforilacdo de RelA. Tem sido descrito que espécies
reativas do oxigénio podem atuar inibindo NF-kB ao impedirem a capacidade de
ligacdo deste fator de transcricdo ao DNA (TOLEDANO e LEONARD,1991;
MORGAN e LIU, 2010), bem como ao evitarem a fosforilagdo de subunidades
inibidoras (KIL; KIM; PARK; 2008; WU et al., 2009). Ainda, de acordo com Zhou;
Johnson; Rando (2001) NF-kB pode sofrer inativagdo em resposta ao estresse
oxidativo, a fim de elevar a atividade de enzimas antioxidantes e de promover a
manutencao do equilibrio redox.

Dessa forma, é evidente que a via de sinalizagao de NF-kB apresenta papel
crucial em diversos processos bioldgicos, incluindo a inflamagao, imunidade,
proliferagdo celular, a diferenciagdo e a sobrevivéncia (MORGAN e LIU, 2010).
Nesse sentido, tem-se observado que a ativacdo de NF-kB também esta envolvida
com a progressao e desenvolvimento tumoral, estabelecendo uma correlagao entre
cancer e inflamacao.

Os primeiros relatos da possivel conexdo entre cancer e inflamacao
ocorreram no século XIX, onde Rudolf Virchow evidenciou a presenga de leucécitos
em torno de tumores (BALKWILL e MANTOVANI, 2001; VAN KEMPEN et al, 2006;
GRIVENNIKOV et al, 2010; REUTER et al.,2010). Nas ultimas décadas, esta
associacdo vem sendo amplamente evidenciada. Tem sido observado que a
inflamacé&o crénica esta envolvida na promogéao de mutagdes, instabilidade genética
e anormalidades cromossémicas, devido ao fato de que o processo inflamatdrio esta
vinculado a produgéo de altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de
nitrogénio (ERNSs), potentes indutores de dano ao DNA (COLOTTA et al. 2009;
HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Em relagdo ao envolvimento da via do NF-kB e a tumorigénese, tem sido
relatado que a ativagdo do mesmo culmina na transcrigdo de genes antiapoptoticos
(como exemplo, Bcl-2 e Bcl-xl), indugcdo da expressao de proteinas mitogénicas
(Ciclina D1 e Ciclina D2), transcricdo da expressao de citocinas proé-inflamatérias
(TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8) e de metaloproteinases (MMPs), favorecendo a resisténcia
a apoptose, a degradacdo da matriz extracelular (MEC) e a ocorréncia de
proliferagdo celular exarcebada e de metastase (LOBERG et al., 2007; GUPTA et
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al., 2010). Desta forma, a ativagcdo deste complexo é associada a um pior
prognoéstico em varios tipos de cancer (WU e KRAL, 2005; LI e SETHI, 2010).

Além disso, tem sido descrita a existéncia de retroalimentacao positiva entre a
ativacao de NF-kB e a sinalizacdo inflamatéria. Este feedback se da por meio de
citocinas proé-inflamatdrias que induzem o complexo NF-kB levando, por exemplo, a
maior expressao de TNF-a, o qual recruta células do sistema imune potencializando
a inflamagao no microambiente tumoral. A ativagdo de NF-kB pode ocorrer também
pela acdo de EROs, cuja producdo é alta durante a ocorréncia de processos
inflamatdrios. Por fim, diversos patdégenos indutores de neoplasias também estéao
associados a ativagdo deste complexo (CHRECK; RIEBER; BEAUERLE, 1991).

Ainda, tem sido observado que o crescimento dos tumores pode ser regulado
por células inflamatodrias, tais como macroéfagos, neutrofilos, natural killers (NK) e
células de imunidade adaptativa (linfético T e B) através da liberacéo de fatores de
crescimento, enzimas, espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, quimiocinas,
citocinas, prostaglandinas, entre outras moléculas bioativas no microambiente
tumoral (VAN KEMPEN et al, 2006). Como exemplo de citocinas e quimiocinas
envolvidas no crescimento e desenvolvimento tumoral pode-se citar a interleucina 6
(IL-6), a qual tem sido associada a iniciagdo e progressao tumoral, bem como a
interleucina 8 (IL-8), envolvida na produgcdo de espécies reativas de oxigénio,
mecanismos de privagao de nutrientes, indugao de hipdxia e secrecdo de fatores
pré-inflamatérios (TNFa, IL-18) (HOLMES et al, 1991; MURPHY e TIFFANY, 1991;
WAUGH e WILSON, 2008).

Por fim, estudos tem evidenciado que outra enzima envolvida no
desencadeamento do processo inflamatério e que esta diretamente associada ao
desenvolvimento de tumores trata-se da cicloxigenase 2 (COX-2) (KOKI et al., 2002;
NARKO et al.,, 2005; TELLIEZ et al., 2006; CHENG et al., 2012). Tem sido
demonstrado que um grande numero de células tumorais superexpressam esta
enzima com o intuito de promover alteracbes no processo de adesdo da matriz
extracelular e na regulagdo do fator de crescimento endotelial vascular, além de
conferir resisténcia a apoptose (SUBHASHINI; MAHIPAL; REDDANNA, 2005). Tais
alteracdes se devem ao fato de que a COX-2 é responsavel pela producédo de
diversos mediadores biolégicos denominados prostandides, como por exemplo as
prostaglandinas (PGEZ2), que estao relacionadas a modulagao da proliferagdo, morte

celular e invasao tumoral em diversos tipos de cancer, indicando a relagao entre
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COX-2 e desenvolvimento tumoral (INOUE e TANABE,1998; MARNETT et al., 1999;
DENG; ZHU; WU, 2003; AGGARWAL et al., 2004).

O mecanismo molecular que correlaciona a carcinogénese ao processo
inflamatdrio, bem como o envolvimento da COX-2 na interface destes processos
estd demonstrado na Figura 7. Durante o processo inflamatdrio, fosfolipideos de
membrana, pela acdo da enzima fosfolipase, sao convertidos em acido
araquidoénico. Este, por sua vez, é substrato da COX-2, a qual atua convertendo o
mesmo em protaglandinas e tromboxanos. Tais mediadores podem atuar
estimulando a carcinogénese através de duas agbes principais: 1- elevagédo da
expressao da proteina antiapoptética Bcl-2, conferindo resisténcia a apoptose e 2-
elevacao da expressdo de metaloproteinases e VEGF, favorecendo a angiogénese
tumoral e metastase (DEMPKE et al., 2001; WARIS e SIDDIQUI, 2005).

AUMENTOD
FOSFOLIPIDEOS PROTEINAS ANTI-
APOPTATICAS
FOSFOLIPASE l RESISTENCIA A
INATIVACAD DE APOPTOSE
GEMES SUPRESSORES
ACIDO TUMORAIS
[ ]
ARAQUIDANICO pr—
DIMINUIGAD DE
PROTEINAS PRO- AUMENTO DA
cox2 l APOPTOTICAS ANGIOGENESE
PROSTAGLANDINAS PRODUGAO DE
E TROMBOXANOS VEGE/PDGE

Figura 7. Esquema provavel da interface entre a inflamagéo e a carcinogénese. O primeiro passo na
sintese de prostaglandinas e tromboxanos é a hidrélise de fosfolipidos a acido araquidénico, em uma
reagdo catalisada pela fosfolipase. A segunda etapa desta via é catalisada pela COX-2, e leva a
formacéo de prostaglandinas e tromboxanos, culminando no processo inflamatério.Por consequéncia,
ocorre 0 aumento de proteinas anti-apoptoéticas, diminuigdo de proteinas pré-apoptoéticas, inativagéo
de genes supressores tumorais e produgao de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e de
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que em conjunto, favorecem a carcinogénese.
Fonte: Adaptado de Dempke et al, (2001).

Resumindo as informacbes descritas, a correlacdo entre estresse oxidativo,

cancer e inflamacao, esta descrita na Figura 8.



33

FATORES INTRINSECOS
[mutactes)
Oncogenes
Genes supressores tumorais

T T
_z'-' H\
o "
\\ l."z ERODs \ //
II

Mitocdndria J

“. -MNDPH oxidase
\"‘\-\ .-""'

FATORES EXTRINSECOS
Infecgdes
Inflamacdo crénica

Ativacio de vias de sinalizacio
- NF-kB

}

Inflamacio relacionada ao cdncer
CO-2 - Chitecinas
- Quimiocinas - Inflamossomas

L

Tumorigénese
Descontrole da proliferacdo celular
Anghogenese
Resisténcia a apoplose
Metastase

Figura 8. Relacéo entre estresse oxidativo, inflamac&o e cancer. Fatores intrinsecos e extrinsecos ao
organismo podem desencadear alteragbes no equilibro redox, levando a ativagdo de vias de
sinalizagdo envolvidas no processo inflamatério (por exemplo, a via de NF-kB) e por consequéncia, a
producgéo de fatores e citocinas que promovem a tumorigénese.

Fonte: Adaptado de Kamp; Shacter; Weitzman, 2011.

3.5 ALCALOIDES COMO AGENTES ANTITUMORAIS E ANTIINFLAMATORIOS

Alcaloides sdo compostos naturais que contém nitrogénio e possuem efeitos
fisiologicos diversos e importantes para o organismo. Uma classe que chama a
atencado dentre os alcaloides existentes, € a classe dos alcaloides inddlicos, estes
sao substancias que em sua estrutura, possuem o nucleo do indol oxidado, reduzido
ou com um substituto equivalente. Estes alcaloides sao classificados como
derivados do aminoacido triptofano, que apresentam o cromoéforo indol e derivados
(MEN e TAYLOR, 1965).

Estes compostos sdo obtidos de plantas e apresentam diversas atividades
farmacoldgicas, incluindo acdo antitumoral e antiinflamatoéria. Nesse sentido,
destacam-se os alcaloides da Catharanthus roseus G. Don. (Apocynaceae), como
os dimeros vincristina e vimblastina e da Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae), por
exemplo o paclitaxel, que atuam como inibidores do fuso mitético. Estes alcaloides
exercem efeito antitumoral significativo e sdo de grande utilidade no tratamento do

cancer de mama, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario, cancer
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de testiculos e leucemia linfoblastica aguda infantil (BRANDAO et al, 2010; SOUZA
2004; HOLANDA et al. 2008).Em relagdo a alcaloides inddlicos com efeito
antiinflamatorio, pode-se citar, por exemplo, a colchicina, utilizada para o tratamento
de gota e artrite gotosa (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

Mais exemplos de alcaloides isolados de plantas e que apresentam atividade

antitumoral e/ou antiinflamatoria estdo presentes na Tabela 1.

Tabela 1. Alcaloides que apresentam atividade antitumoral e antiinflamatéria.

Alcaloides com atividade antitumoral e antiinflamatoria

Alcaloide Fonte Referéncia

(ZHANG et al., 2011)

Camptotecina Camptotheca acuminata (JAYASOORIYA et al., 2015)
Caulerpina Caulerpa genus (SgﬁjzeAt :tl';f?;g())g)
Piperina Piper nigrum (GRI(EE\\N/EI;SaLe,t;(I)'(’)QZ)O 16)
Barberina Berberis spp Wletal, 2014)
Sanguinarina Sanguinaria Canadensis (\5\/G :,\IZCI;AS%Z%%)
Evodiamina Evodia rutaecarpa (LIAO et al., 2005)

(LIAO et al., 2011)

3.5.1Constituigdo quimica, atividades farmacoldgicas e uso popular da espécie

Aspidosperma subincanum

A espécie Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC, conhecida
popularmente como guatambu, perobinha ou pereiro, pertence a familia
Apocynaceae, pode ser encontrada em florestas dos Estados de S&o Paulo, Minas
Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Rio de Janeiro, Parana, entre
outros. Esta arvore pode alcancar 15 a 20 metros de altura e apresenta uma
madeira resistente e dura (Figura 9) (LORENZI, 2008; OLIVEIRA, 2015).
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Figura 9. Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC. A — Arvore, B — Superficie do ritidoma e cor da

casca interna.
Fonte:KINOSHITA,2005.

Ha poucos estudos acerca da constituigdo quimica desta espécie. Alguns
metabdlitos de interesse medicinal foram isolados e relatados na literatura, sendo
que o grupo que apresenta maior destaque € o de alcaloides inddlicos (Tabela 2)
(KOBAYASHI et al. 2002).Esta planta é utilizada para varios fins na medicina
popular como, por exemplo, no combate ao diabetes, hipercolesterolemia e
problemas no aparelho digestivo (TRESVENZOL, 1997; MONTELES; PINHEIRO,
2007).

TABELA 2. Exemplos de alcaloides isolados da espécie Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC.

Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC

Classe quimica Substancias Atividade farmacolégica Referéncia
s . . . Marques, 1988;
) Elipticina Antitumoral; anti-HIV Dalton ot al. 1967
Alcaloides
Kobayashi et al.
. . . 2002
Subincanadinos Atividade relaxante Lino e Garrote 2005:

Benvindo et al, 2011.
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Pausperadina Ishiyama et al. 2005

- & 8 2+ - Gaskell e Joule
Antiinflamatdria; antimalarica; inibe  1970; Nardin et al

Uleina a agao da acetilcolinesterase; 2008; Seidl et al,
promove a sintese de oxido nitrico.  2011; Oiveira, 2010;
Souza, 2007.

Gaskell e Joule,

Dasicarpidona 1970

Gaskell e Joule,

Epidasicarpidona 1970

Dentre estes, a uleina (Figura 10), que apresenta estrutura molecular
C1sH22N;, e foi obtido pela primeira vez em 1957 (SCHMUTZ; HUNZIKER; HIRT,
1957), vem sendo amplamente estudada quanto suas atividades biolégicas. Tem
sido relatado que este composto € capaz de inibir a acetilcolinesterase (SEIDL et al,
2011), promover a sintese de oxido nitrico (SOUZA, 2007), além de interferir na
resposta inflamatéria (NARDIN et al, 2008) e de apresentar atividade antimalarica
(OLIVEIRA, 2010).

Figura 10. Férmula estrutural da uleina.
Fonte: PubChem, 2018.
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4 MATERIAL E METODOS

A estratégia experimental utilizada neste trabalho esta descrita na Figura 11.

Fitoterdpico elaborado a partir da casca de
Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC.,

APOCYNACEAE
l = CLAE
alcaloidos toais (FAT) '
N . Caracterizagao de FAT Espectrometria de
alcaloides iotﬂls (FAT) massas

Determinagio da linhag ,| Citotoxicidade e inibigdo da N MTT

py— tumoral mais sensivel a FAT v proliferacdo celular (Mosmann, 1983)
{Mosmann, 1983) l
VN y —
. Citotoxicidade e " = = "
(Lowik, 1993) P i P Verificacdo de agao seletiva
CONTAGEM [+ inibigdo g:lglg:llfemg.au - sobre células tumorais
(McGahon et al., 1995)
ENSAIO CLONOGENICO l
{Franken et al., 2006)
Investigagdo da atividade antitumoral de FAT e
l possivel correlagdo com efeito antiinflamatorio l
Andlise ciclo celular Indugéo de morte = ‘ — Determinagio da
celular Alteragdes no eqmllhrlt_: redox expressio de COX 2
e resposta adaptativa
(PI/RNASE solution kit ‘ ¥ + *
- Immunoste) IP/LA Concentragies Atividade de enzima ~_GPCR
(McGahon et al., 1995) intracelulares de EROs antioxidante (Novais; Pires-Alves, 2004)
L L
DFCH-DA CAT
(Glorieux, 2011) (Aebi, 1984)

Figura 11. Estratégia experimental adotada para a investigagcdo do potencial citotdxico e
antiproliferativo in vitro da fragdo de alcaloides totais obtido de suplemento elaborado a partir da
casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE.

Fonte: Dados do autor.

4.1 MATERIAL BOTANICO

O suplemento alimentar Para Pau Aspido 80° PL 430/31 (2 frascos/ 180
capsulas), o qual, como citado anteriormente, foi elaborado a partir das cascas de
Aspidosperma subincanum Mart. ex A. DC., APOCYNACEAE, foi gentilmente doado
pela empresa Parabolic Biological (Bélgica / Franga) em Junho de 2016 e
intermediado por meio do contato do Prof. Tit. Cid Aimbire de Moraes Santos
(UFPR). As capsulas foram abertas (56,7 g) e o conteudo colocado em solugao de
amoénia 5% (pH 10 — 2 Litros) durante 7 dias. Em seguida, a cada 24 horas, o
macerado foi coletado, filtrado em papel de filtro e armazenado em frasco ambar. A
cada coleta, foi adicionada ao suplemento, nova solugdo de amébnia 5%. Este
procedimento foi realizado até a extragdo completa dos alcaloides. O macerado
obtido foi particionado com cloroférmio (CHCI3) até verificar a ocorréncia de reagao
negativa frente ao reativo de Dragendorff. A fracdo rica em alcaloides (FAT) foi

concentrada em rotaevaporador RV 10 Digital V (IKA) sob pressao reduzida até
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secura, obtendo 0,26 g (rendimento 1,7%). Por fim, FAT foi armazenada a

temperatura de - 30°C até o momento do uso.
4.2 METODOS ESPECTROMETRICOS E CROMATOGRAFICOS

A frac&o de alcaloides totais (FAT) foi analisada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia (CLAE) (modelo SYS-LC-240-E, Varian), utilizando detecgdo UV no
comprimento de onda de 305 nm. A cromatografia de fase reversa foi desenvolvida
em coluna cromatografica Microsorb MV 100 C18 (250 x 4,6 mm), tamanho da
particula de 5 pum (CicaMerk, Japado) e utilizando como fase movel
acetonitrila:metanol (10:90). A amostra foi preparada com metanol e a cromatografia
realizada com fluxo de 0,8 mL/min; 50 pyl da amostra foi injetada e o tempo de
corrida total foi de 15 minutos. O padrao de uleina (27 mg) foi gentiimente cedido
pela Dra. Claudia Seidl da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto — USP.

Os experimentos de infusdo direta por espectrometria de massas foram
conduzidos em um espectrémetro de massas do tipo triploquadrupolo (QqQ) Waters
Xevo TQD de baixa resolugdo equipado com uma fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI). A fonte de ionizagao foi operada no modo positivo utilizando-se,
como solvente de diluicdo acetonitrila:H20 (70:30 v/v). A bomba seringa operou em
velocidade de 15 yL.min"" e a concentragdo das amostras utilizada para analise foi
de 100 a 500 ng.mL"". Os parametros de andlise foram ajustados manualmente no
equipamento para estabilizacdo do sinal e melhor ionizacdo das substancias. A
voltagem do capilar foi ajustada em 3.500 V para o modo positivo com a temperatura
da fonte ajustada em 150 °C. O nitrogénio foi utilizado como gas de nebulizagdo com
fluxo de 700 L.h-" e a pressao do géas de interface foi 50 L.h-". O tempo de aquisi¢cdo
dos espectros de massas (scan time) foi de um espectro por segundo, adquiridos
com uma janela de massas de 100 a 500 Da, durante 30 segundos. Os espectros de
massas adquiridos foram tratados no software Waters MassLynx® 4.1.Solventes e
reagentes foram purificados antes do uso, por meio de métodos padrdes e foram
utilizados também solventes com grau HPLC. As vidrarias foram lavadas e secas em
estufa antes do uso.Unidades e simbolos estdo baseados no Systéme Internationale

d’Unités (SI) de acordo com a recomendacéao da IUPAC.
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4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS
4.3.1 Cultivo de células

As células das linhagens tumorais MCF7 (carcinoma humano de mama),
HelLa (céncer cervical), U937 (linfoma histolitico) e HRT-18 (adenocarcinoma
colorretal) foram obtidas comercialmente junto ao banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ). Ja a linhagem celular McCoy (fibroblasto murino), foi obtida
comercialmente do Instituto Adolfo Lutz.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO,
Baltimore, EUA) suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina (100 U/ml)
(GIBCO, Baltimore, EUA) e estreptomicina (100 pg/ml) (GIBCO, Baltimore, EUA).

As células foram mantidas em uma densidade de 1 x 10° células/ml de meio,
a temperatura de 37°C e em uma atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de

umidade.

4.3.2 Ensaio de viabilidade celular pelo sal de tetrazolium (MTT)

A viabilidade metabdlica das linhagens HeLa, MCF7, HRT-18, U937 e McCoy
foi avaliada pelo ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-2H tetrazolato de
bromo)de acordo com Mosmann (1983), com modificagdes.

As células foram plaqueadas em placa de 96 pogos (64 x 10* células/cm?), em
meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) suplementado, seguido de incubagado em
estufa (37°Ce atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas para adesao celular.
Transcorrido esse periodo de tempo, foi realizada a remo¢ao do meio de cultivo e
adicionado meio com diferentes concentracbes de FAT (10 — 350 pg/mL), e
vincristina (VC) (0,5 — 50 nM), utilizada como controle positivo por ser um alcaloide
inddlico com efeito antitumoral devidamente caracterizado. Para o controle negativo
usou-se meio de cultivo e veiculo de diluigdo da fragdo (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA).

As células foram tratadas pelo periodo de 24, 48 e 72 horas. Passados o0s
tempos de tratamento, o meio de cultura com FAT, VC ou veiculo foi retirado e
realizada a lavagem dos pogos com tampao fosfato-salina (PBS) (Sigma-Aldrich, St.

Louis, EUA) a 37°C por trés vezes. Em seguida, foi adicionada uma solugdo de MTT
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (0,5mg/mL-200 pL/poco) diluido em meio de cultivo.
As placas foram incubadas em estufa por 2 horas. Decorrido o tempo de incubacao,
a solugéo contendo MTT foi retirada e acrescentado aos pogos DMSO (PA) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) (100uL/pogo) para solubilizagao dos cristais de formazan. As
placas foram homogeneizadas e avaliadas espectrofotometricamente por leitor de
placas Multiskan FC (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA)a 570nm.

Este ensaio foi realizado em ftriplicata. Os valores de absorbancia do controle
negativo foram considerados como 100% de reducdo do sal, ou seja, 100% de
viabilidade metabdlica. Os valores de concentragao inibitéria minima (Clso) foram

determinados a partir do software GraphPad Prisma 5 (San Diego, EUA).

4.3.3 Ensaio de viabilidade celular pelo vermelho neutro (VN)

A viabilidade lisossomal das linhagens MCF7 e McCoy foi avaliada pelo teste
de VN, de acordo com Lowik (1993), onde as células foram plaqueadas, em placa de
96 pogos (64 x 10* células/cm?) em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA)
seguido de incubagdo em estufa (37°C e atmosfera de 5% de CO:2) por 24 horas
para adesao celular.

Posteriormente, foi realizada a remocao do meio de cultivo e adicionado meio
com diferentes concentragdes de FAT (10 — 350 pg/mL), VC (0,5 — 50 nM) e veiculo
de diluicdo da fracdo (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) pelo periodo de
72 h.

Transcorrido o tempo de tratamento, o meio contendo a fragdo teste e
controles foi retirado e realizada a lavagem dos pogos com tampéao fosfato-salina
(PBS) a 37°C por trés vezes. Em seguida, foi adicionada uma solugédo de VN
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (1mg/mL-200 uL/pogo) diluido em meio de cultivo,
sendo a placa incubada em estufa por 2 horas. Decorrido o tempo de incubacgao, a
solugdo contendo VN foi retirada e acrescentado aos pogos uma solugdo de
NaH2PO4 0,06M em etanol 50% (100uL/pogo). A placa foi homogeneizada e
avaliada espectrofotometricamente por leitor de placas Multiskan FC (Thermo

Scientific, Massachusetts, EUA) a 540nm, sendo este ensaio realizado em ftriplicata.
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Os valores de absorbancia do controle negativo foram considerados como
100% de reducao do sal, ou seja, 100% de viabilidade celular. Os valores de Clso

foram determinados a partir do software GraphPad Prisma 5 (San Diego, EUA).
4.3.4 Ensaio de contagem celular

Células MCF7 e McCoy foram plagqueadas (cada uma) em 9 pogos de uma
placa de 12 pogos. O plagueamento foi realizado (64 x 10* células/cm?) em meio
RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), seguido de incubagcdo em estufa (37°Ce
atmosfera de 5% de CO2) por 24 h para adesao celular. Apos este periodo, o0 meio
foi removido e as células foram tratadas por 72 h com FAT (32 ug/mL), VC (16 nM) e
veiculo (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Procedeu-se a contagem
imediata das células presentes em trés pocos, referentes a cada um dos tratamentos
descritos anteriormente. A contagem realizada logo apds 72 h de exposi¢cao ao FAT,
foi efetuada com o intuito de caracterizar-se a resposta imediata das células a fragao
(dia 0). Em relacdo aos demais pogos, realizou-se a retirada do tratamento, seguida
pela lavagem com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e reincubacdo com meio
RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) livre de compostos. Contagens foram
realizadas 2 e 4 dias apos o témino de tratamento com FAT, com o objetivo de
verificar se o efeito citotéxico e/ou antiproliferativo promovido pela fracdo foi
persistente apds a retirada da fragdo (Figura 12) (McGAHON et al.,, 1995). Este
ensaio foi realizado em ftriplicata e as contagens foram realizadas utilizando

hemocitdmetro.

Contagem imediata apés
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Figura 12. Esquema de contagem das células MCF7 e McCoy apds 72 horas de tratamento com FAT
e VC.
FONTE: Dados do autor.
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4.3.5Ensaio de formacgao de colbnias (ensaio clonogénico)

Células McCoy e MCF7 foram plaqueadas em placas de 6 pogos (64 x 104
células/cm?) em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), seguido de 24 horas de
incubacdo em estufa (37°Ce atmosfera de 5% de CO2). Apds esse periodo, as
células foram tratadas com os valores correspondentes a Clzs (calculadas por meio
da execucao do teste do MTT) de FAT e VC. Como controle negativo foi utilizado
meio de cultivo e veiculo (DMSO 0,1%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).

Ao fim das 72 horas, o meio de cultivo foi retirado e os pogos lavados com
PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por trés vezes. As células foram incubadas com
meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) livre de compostos até verificagcdo da
formagdo de colbnias, ou seja, presenga de uma ou mais colbnias com
aproximadamente 50 células (aproximadamente 9 dias para a linhagem MCF7 e 3
dias para a linhagem McCoy).

Visualizadas as colbnias, estas foram fixadas com metanol 70% e coradas
com uma solugado de cristal violeta 0,2% para posterior quantificagdo (FRANKEN et
al, 2006). Este ensaio foi realizado em triplicata. As imagens foram analisadas pelo
programa de processamento de imagem Imaged verséao 1.51p, de acordo com
Guzman et al (2014) e pelo software em desenvolvimento descrito no Capitulo 2
deste trabalho. Os resultados foram expressos pela area ocupada pelas colénias em

um pogo com superficie para crescimento das células de 9,60 cm?.
4.3.6 Analise do ciclo celular

A avaliacao de modificagdes induzidas no ciclo celular pelo tratamento com
FAT (19,2 pg/mL) e VC (9,6 nM) foi realizada por citometria de fluxo utilizando-se o

kit PI/RNASE solution (Immunostep), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Células MCF7 foram plaqueadas em placas de 6 pogos (64 x 10* células/cm?)
em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), sendo incubadas em estufa (37°C e
atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas. Apds esse tempo foi realizada a
sincronizagao destas com nocodazol (30 ng/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por
14 horas. A seguir, as células foram submetidas ao tratamento com FAT e VC por 72

h. Ao fim do tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, EUA), ressuspensas em etanol 70% refrigerado e incubadas

overnight a -20°C.

Apos a fixagdo das células, as mesmas foram lavadas com uma solugao de
PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) + BSA 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
incubadas em uma solugdo de iodeto de propideo e RNAse por 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram analisadas em citdmetro
de fluxo BD FACSCANTO II (BD Biosciences,New Jersey, EUA). A avaliagdo dos
dados foi realizada utilizando-se o software Flowing Software 2.5 determinando-se o
percentual de células agrupadas em cada fase do ciclo celular. Este ensaio foi

realizado em triplicata.

4.3.7 Coloragéo diferencial com lodeto de Propideo e Laranja de Acridina (IP/LA)

Para analise do tipo de morte celular induzido por FAT, células MCF7 foram
plaqueadas (64 x 10* células/cm?) em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA),
em placas de 12 pogos, seguido de incubacao em estufa (37°C e atmosfera de 5%
de CO2) por 24 horas e posterior tratamento com FAT (32ug/mL) e VC (16 nM). Apds
o tratamento, as células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
tripsinizadas e ressuspensas em PBS (25pl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA)
contendo solugdo corante (1 pl) constituida por IP (100pg/mL) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e LA (100ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) (1:1). A suspenséao
celular corada foi observada entre lamina e laminula em microscopio de
fluorescéncia Olympus BX41 (Olympus Optical Ltd, Tokio, Jap&o), obtendo-se o
registro fotografico de 10 campos microscépicos de cada amostra, os quais foram
selecionados aleatoriamente. Para captura das imagens foi utilizado o programa Q-
capture Pro 5.1, Q-imaging.

Com o auxilio do programa processador de imagem ImagedJ versao 1.51p,
foram contabilizadas 300 células de cada amostra nas imagens obtidas,
quantificando-se o percentual de células viaveis, necréticas e apoptoticas
(McGAHON et al., 1995). Este ensaio foi realizado em triplicata.
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4.3.8 Determinacao da concentracao intracelular de espécies reativas do oxigénio
(EROs)

A avaliacao dos niveis intracelulares de EROs foram mensurados de acordo
com o método descrito por Glorieux e colaboradores (2011), com pequenas
modificagdes. Células MCF7 foram plaqueadas (64 x 10* células/cm?) em meio RPMI
1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), em placas de 6 pocgos, seguida de incubacido em
estufa (37°C e atmosfera de 5% de COz2) por 24 horas e posterior tratamento com
FAT (32 pg/mL), doxorrubicina (DOXO) (1 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), N-
acetilcisteina (NAC) (5 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), TROLOX (6-hydroxy-
2,5,7,8-tetramethychroman-2-carboxylic acid) (2 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), DOXO (1 nM) + FAT (32 ug/mL), DOXO (1 nM) + NAC (5 mM) e DOXO (1
nM) + TROLOX (2 mM) por 24, 48 e 72 horas. Para validar o ensaio, DOXO foi
utilizada como controle positivo para a indugao de EROs, enquanto NAC e TROLOX
(analogo da vitamina E) foram usadas como controle positivo para acgao
antioxidante.

Passado o tratamento, as células foram lavadas, tripsinizadas e incubadas em
uma solugao de 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (10 uM) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) previamente diluida em HBSS (KCI 5,3 mM; KH2PO4 0,44
mM; NaHCOs 4,2 mM; NaCl 137,9 mM; Na2HPO4 0,34 mM; D-glicose 5,55 mM;
vermelho fenol 0,027 mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a temperatura ambiente
por 30 minutos. Decorrido esse tempo, as células foram centrifugadas,
ressuspensas em HBSS (500ul) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e submetidas a
analise no citbmetro de fluxo BD FACSCANTO Il (BD Biosciences, New Jersey,
EUA). As analises foram realizadas utilizando-se o software Flowing Software 2.5
para determinacdo da intensidade da fluorescéncia em cada amostra. Este ensaio

foi realizado em ftriplicata.

4.3.9 Determinacédo da atividade de enzima antioxidante (CAT)

A atividade da enzima antioxidante foi mensurada de acordo com Aebi (1984).
Células MCF7 foram plaqueadas em uma densidade celular de 64 x 10* células/cm?
em placas de petri de 100 mm? em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA),
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seguida de incubacdo em estufa (37°C e atmosfera de 5% de COz)por 24 horas e
posterior tratamento com FAT (32 ug/mL), DOXO (1 nM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA)e DOXO (1 nM) + FAT (32 pg/mL), por 24, 48 e 72 horas. Passado o tempo de
tratamento, as células foram ftripsinizadas e ressuspendidas em tampao de lise
(tampéao fosfato Na/K 20 mM (pH 7,4) em 0,1% de Triton e 150 mM NaCl), sendo as
amostras imediatamente armazenadas em nitrogénio até o momento da analise.

Em placa de 96 pogos apropriada para leitura em UV, foram adicionados 5 pL
de amostra e 200 yL de solugéo de perodxido de hidrogénio (H202) (10 mM) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) em tampao fosfato (50 mM - pH 7,0). A leitura da queda de
absorbancia foi medida espectrofotometricamente noSpectraMax® Paradigm® Multi-
Mode Microplate Reader (Molecular Devices, Califérnia, EUA) a 240 nm por 5
minutos a cada 20 segundos. A atividade da enzima foi expressa em mmol.min-'.mg-
1. Os resultados foram normalizados com o contetdo protéico das amostras

utilizando o método de Lowry (Lowry, 1951).Este ensaio foi realizado em triplicata.

4.3.10 Avaliagao do efeito de FAT sobre a transcricdo de COX-2

A expressdao de COX-2 foi avaliada plaqueando 64 x 10% células/cm? em
placas de petri de 100mm? em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA), seguida
de incubacgéo em estufa (37°C e atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas e posterior
tratamento com FAT (32ug/ml), dexametasona (DEXA) (100nM - utilizada como
controle positivo) e veiculo (DMSO 1%), por 72 h. Transcorrido o tratamento, as
células foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sendo realizada a
extragdo do RNA pela lise das células com Trizol (Invitrogen, Califérnia, EUA). A
seqguir, o trizol foi coletado e transferido a microtubos contendo 250 puL de
cloroférmio, seguido de homogeneizagao por inversao por 15 segundos e incubagéao
por 3 minutos. Decorrido este tempo, os microtubos foram centrifugados por 15
minutos (10000 RPM, 4°C), sendo coletado o sobrenadante, o qual foi transferido
para novos microtubos que continham 500 ul de isopropanol absoluto. Realizou-se
incubacao overnight a -20°C.

Passado o tempo de incubacdo, uma nova centrifugacao foi realizada por 20
minutos (10000 RPM, 4°C) para a formacao de pellet, o qual foi lavado duas vezes

com 1 mL de etanol 75% (em agua DEPC) e centrifugado novamente por 10 minutos
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(6000 RPM, 4°C). O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 10 pL
de agua DEPC. A pureza e a concentragdo do RNA foram verificadas pela razédo da
absorbancia mensurada a 260 nm e 280 nm em espectrofotdbmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). A integridade do RNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose.

A seguir, o RNA foi convertido em cDNA utilizando-se iniciadores constituintes
do kit High Capacity RNA-to-cDNA (AppliedBiosystems, Foster City, EUA). O padrao
de expressao do gene da proteina COX-2 foi determinado por meio da reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) com EvaGreen Master Mix S (ABM,
Richmond, Canada). Nesta etapa, foram utilizados iniciadores especificos para o
gene da COX-2: 5-GCTCAGGTTGCCTATGTGCT-3  (forward) e 5'-
CGGTTACATTTCCTCCTCCA-3' (reverse) e do gene normalizador HPRT: 5'-
GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3’ (forward) e 5'-
TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3’ (reverse). A analise foi realizada em sistemas de
10 pL no equipamento Rotor-Gene 6000 (CorbettResearch, Mortlake, Australia)
(NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). A expressao relativa dos genes foi analisada por
meio do método 2722CT (BUSTIN et al., 2009; HUGGETT et al., 2013; LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). Este ensaio foi realizado em triplicata.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao ou erro padrao da
média. Para avaliar os resultados entre os grupos foram realizados analise de
variancia ANOVA, complementada pelo teste de Bonferroni. Os resultados foram
considerados significativos quando P<0,001, P<0,01 e P<0,05. As analises foram

realizadas com o uso do software GraphPad Prisma(San Diego, EUA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 METODOS ESPECTROMETRICOS E CROMATOGRAFICOS

A analise de FAT por meio de CLAE realizada por meio de detecgao UV no
comprimento de onda de 305 nm revelou a presenga de uma mistura complexa,
contendo a presenga de pelo menos sete (7) alcaloides, sendo que os principais
picos apresentaram tempo de retengado de 3,25 (13,83%), 3,77 (23,24%), 4,04
(10,59%), 4,71 (1,09%), 6,24 min (47,33%) (Figura 13). O pico de 3,77 minutos foi
identificado como sendo a uleina. Outros alcaléides indolicos também foram

detectados, porém nao foram identificados.
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Figura 13. Perfil cromatografico da fracdo de alcaloides totais (FAT) (linha azul escura) e padréo de
uleina (linha rosa), usando uma fase movel de acetonitrila:metanol (10:90), coluna C18, fluxo de
0,8 ml/min e absorvancia de 305 nm, apresentando tempo de retengdo e com suas respectivas
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porcentagens de pureza (retangulo vermelho).(A) Porcentagens de pureza do padréo de uleina. (B)
Porcentagens de pureza da FAT.
Fonte: Dados do autor.

Foi realizada uma infusao direta da FAT no espectrémetro de massa, onde foi
possivel detectar o ion de razdo massa/carga (m/z) 267 [M+H]" que caracteriza a
uleina (C1sH22N2). Fragmentos em m/z 251 [M-CHs]* e m/z 237 [M-C2Hs]* indicam a
presenca de um grupo metila terminal (C-18/19) e também a perda de (CzHb5),
respectivamente, como também o aparecimento de sinais de derivados do carbazol
(m/z 167) que confirmam a presencga de alcaloide do grupo inddlico. O fragmento [M-
C2Hs]* pode ser explicado pela localizagcédo de ion na ligagao C-14/15, que é ativada
pela posigao alila, e ocorrendo a quebra da ligagado e perda de radical etila com
formagao subsequente de fragmentos com m/z 237. A perda do substituinte de C-21
com transferéncia de um hidrogénio N-metil pode ocorrer a formacéo de m/z 181 e
subsequente perda de hidrogénio benzilico de m/z 181 ou perda da cadeia lateral

amina formando a espécie totalmente conjugada m/z 180 (Figura 14).
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Figura 14. Provavel fragmentag¢éo da uleina no ESI.

O importante ion m/z 209 pode ser formado por rearranjo de hidrogénio
através de um intermediario de seis membros, adicional quebra da ligagao benzilica

com perda de um radical metila originando o ion m/z 194 (Figura 15).
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Figura 15. Possivel fragmentagéo da uleina no ESI.

Outros fragmentos estdo presentes em m/z 221, 182, 168, 144, 130, 124 e
110 (Figura 16) e de acordo com Budzikiewicz e colaboradores (1964), Manske e
Rodrigo (1965) e Dolabela e colaboradores (2015) comprovam a identificacdo da

uleina.
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Figura 16. Espectro de massas de FAT por infusao direta (DIMS).

Fonte: Dados do autor.

6.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.2.1 Ensaio de viabilidade celular pelo sal de tetrazolium (MTT) e pelo vermelho

neutro (VN)

Os resultados obtidos por meio do ensaio MTT nas linhagens HeLa, MCF7,

HRT-18 e U937 estido presentes na Tabela 3.

TABELA 3.Valores de Clso (ug/mL) determinados para FAT em linhagens tumorais tratadas por 24, 48
e 72 horas com diferentes concentracdes dafracao teste (10 — 350 pg/mL).

Citotoxicidade (Clso)

e HeLa MCF7 HRT-18 U937
24 horas 26320 172415 375+13 156425
48 horas 136£16 95+19 297+12 143+23
72 horas 86+5 32+ 1 10749 12017

Fonte: Dados do autor (2017).
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Os resultados indicaram que, dentre todos os periodos de tempo e tipos
celulares avaliados, FAT apresentou maior citotoxicidade e/ou efeito antiproliferativo
em células MCF7 apds 72 horas de tratamento, mostrando que tal agéo € tempo
dependente e variavel entre as diversas linhagens avaliadas, sendo mais efetiva em
linhagem de cancer de mama (Tabela 3).

Uma vez que extratos ou fragdes com valores de Clso inferiores a 30 ug/mL
sdo considerados antineoplasicos em potencial (SUFFINESS e PEZZUTO, 1990;
ITHARATA et al., 2004; ALZEER et al., 2014), e, observando-se que a Clso de
células MCF7 apds a exposi¢cao a FAT por 72 h foi de 32 pg/mL, verificou-se que
estas seriam as condigdes adequadas (concentragdo e tempo) para dar
continuidade aos ensaios. Nesse segundo momento, procurou-se verificar se a
atividade citotoxica e/ou antiproliferativa apresentada por FAT ocorre de maneira
seletiva, uma vez que foram realizados paralelamente, ensaios de MTT e VN em
linhagem celular tumoral (MCF7) e normal (McCoy).

Os valores obtidos pelo ensaio de MTT e VN para FAT e controles em células

MCF7 e McCoy em 72 horas estao apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Efeito citotoxico e/ou antiproliferativo da fragdo de alcaldides totais (FAT) obtida a partir da
casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e da vincristina (VC) sobre
células MCF7 e McCoy apés 72 h de tratamento. Efeito citotdxico e/ou antiproliferativo de FAT sobre
células MCF7 e McCoy de acordo com o ensaio de MTT (A) e VN (B) . Efeito citotdxico e/ou
antiproliferativo de VC sobre células MCF7 e McCoy de acordo com o ensaio de MTT (C) e VN (D).
Fonte: Dados do autor.

Como mencionado anteriormente, o tratamento com FAT apresentou efeito
citotoxico/antiproliferativo sobre a linhagem tumoral, evidenciado agora, pelos testes
de MTT e VN. Os valores de Clso obtidos para as células MCF7 foram de 32 e de 42
Mg/mL nos ensaios de MTT e VN, respectivamente. Para a linhagem murina (McCoy
— nao tumoral), FAT apresentou citoxicidade reduzida quando comparada ao efeito
induzido na linhagem tumoral, uma vez que os valores de Clso determinados apo6s 72
h de exposicéo a fragdo, foram de 80 ug/mL no ensaio de MTT e de 73 pg/mL no
teste de VN. Os dados obtidos evidenciam determinada seletividade da fracdo sobre
a linhagem tumoral humana quando comparada a linhagem n&o tumoral murina.

Cabe ressaltar que os resultados obtidos estdo de acordo com o preconizado
pela literatura, tendo sido demonstrado o efeito citotoxico da uleina sobre células
tumorais B16F10 (carcinoma de pele murino) (Souza, 2007). Também foi verificada
a atividade citotéxica deste alcaloide sobre Plasmodium falciparum, evidenciando a

acdo antimalarica do mesmo (Oliveira et al., 2010). Além disso, De Lima e
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colaboradores (2010), mostraram que um extrato de Himatanthus lancifolia, rico em
alcaloides, particularmente a uleina, apresentou acgao citostatica em células
leucémicas (K-562, Daudi). J& Nardin e colaboradores (2008), mostraram que
concentragdes de uleina inferiores a 100 pyg/mL nao interferiram na viabilidade
celular de mondcitos e granulécitos humanos, evidenciando a atividade seletiva
deste composto sobre linhagens neoplasicas.

A vincristina, utilizada como controle positivo, apresentou como Clso os
valores de 16 nM e 26 nM nos ensaios do MTT e VN, respectivamente. Observou-se
ainda que VC né&o apresentou efeito sobre a linhagem McCoy, demonstrando o
efeito seletivo deste farmaco e corroborando os dados da literatura, os quais
demonstram efeitos seletivos da vincristina sobre linhagens tumorais (BURDMAN,
1966; JOHNSON et al., 1973; VILPO; KOSKI; VILPO, 2000).

Por fim, salienta-se que VC foi selecionada neste estudo como controle
positivo por tratar-se de um alcaloide inddlico amplamente utilizado na clinica para o
tratamento de diversos tipos de cancer (BLAJESKI et al., 2002; GROTH-PEDERSEN
et al., 2007; ESMAEILI-MAHANI; FALAHI; YAGHOOBI, 2014),0u seja, optou-se em
usar VC pelo fato de pertencer a mesma classe quimica da uleina, composto
presente na fracdo em estudo, e ndo pelo mecanismo de acao proposto para FAT,
uma vez que VC ndo apresenta efeito antitumoral vinculado a agéo antiinflamatéria e
sim por atuar na desestabilizacdo dos microtubulos (JOHNSON et al., 1963; SAITO,
2009).

6.2.2 Ensaio de contagem celular

Os resultados do ensaio de contagem para células MCF7 e McCoy estao

presentes na figura 18A e 18B, respectivamente.
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Figura 18. Efeito da fracdo de alcaldides totais (FAT) obtida a partir da casca de Aspidosperma
subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e da vincristina (VC) sobre o nimero de células das
linhagens MCF7 e McCoy. (A) - Efeito de FAT e VC em linhagem MCF7 nos dias 0, 2 e 4 apds a
retirada do tratamento.(B) — Efeito de FAT e VC em linhagem McCoy nos dias 0, 2 e 4 apos a retirada
do tratamento. (*), (**) e (***) denotam diferenca estatistica de p<0,05, p<0,01 e de p<0,001,
respectivamente, em relagéo ao controle (CTRL).

Fonte: Dados do autor.

O ensaio de contagem celular demonstrou que, apods o terceiro e ultimo dia
de tratamento (dia 0), ha reducdo significativa do numero de células tumorais
(88,0%) e esta se mantém por 4 dias apos o término do tratamento, tanto para FAT
quanto para VC (Figura 18A). Em relagao a linhagem normal, o tratamento com FAT
também levou a uma diminuigdo do numero de células, porém, de maneira menos
significativa (40%) (Figura 18B). Ainda, foi demonstrado que células McCoy tendem
a se recuperar mais rapidamente da injuria, voltando a se proliferar 4 dias apos a
retirada do tratamento, uma vez que observou-se que a redugao do numero de
células passou de 40 para 27%, respectivamente, no dia 0 e 4 apds a exposicao a
FAT (Figura 18B). Esses resultados demonstram claramente a atividade seletiva de
FAT sobre a linhagem tumoral MCF7, corroborando os dados apresentados

anteriormente.
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Para evidenciar melhor o tempo que a célula tumoral leva para adquirir
resisténcia ao tratamento, bem como a duragao do efeito promovido pela exposi¢cao
de células MCF7 a FAT, sera executado o ensaio de population doubling de acordo

com o preconizado por Silva e colaboradores (2016).
6.2.3 Ensaio de formagao de colbnias (ensaio clonogénico)

Para confirmar o efeito citotoxico e antiproliferativo de FAT, bem como
verificar se tais agdes promovidas pela fracdo afetam o potencial clonogénico da
linhagem tumoral, realizou-se o ensaio de formagédo de coldnias, cujos resultados

obtidos estao apresentados nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19. Efeito anticlonogénico da fracdo de alcaldides totais (FAT) obtida a partir da casca de
Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e do quimioterapico vincristina (VC).
Células MCF7 foram cultivadas in vitro e tratadas por 72 horas com FAT e VC em concentragdes
referentes a Clzs obtida pelo método do MTT. (***) denota diferenga estatistica de p<0,001, em
relacdo ao controle (CTRL).

Fonte: Dados do autor.

Em relagdo as células MCF7, foi demonstrado que FAT e VC reduziram a
area das colénias em 79,7 e 38,2%, respectivamente, quando comparadas ao
controle negativo, evidenciando o potencial anticlonogénico dos tratamentos e
confirmando os dados anteriores (Figura 18A). O efeito seletivo de FAT e VC
também foram confirmados, sendo que nenhum dos tratamentos afetou o potencial

clonogénico das células McCoy (Figura 20).
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Figura 20. Efeito anticlonogénico da fracao de alcaldides totais (FAT)obtida a partir da casca de
Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e do quimioterapico vincristina (VC).
Células McCoy foram cultivadas in vitro e tratadas por 72 horas com FAT e VC em concentragdes
referentes a Clzs obtida pelo método do MTT.

Fonte: Dados do autor.

Em suma, quando observados em conjunto, os resultados obtidos através da
execucao dos ensaios do MTT, VN, contagem celular e clonogénico, demonstraram
claramente a atividade citotdxica, antiproliferativa e seletiva de FAT sobre células de
carcinoma de mama MCF7, indicando a presenga de compostos com potencial
antineoplasico. Neste sentido, sugere-se que a uleina seja um dos compostos
responsaveis por estas agdes, uma vez tal alcaldide foi detectado na fragao (Figura
13). Além disso, tem sido demonstrado que a uleina apresenta efeito citotoxico em
parasitas (OLIVEIRA, 2010) e em diversas linhagens tumorais (SOUZA, 2007;
NARDIN et al, 2008), de maneira seletiva (NARDIN et al, 2008), corroborando os
resultados obtidos.

Uma vez avaliado o efeito citotdxico e antiproliferativo de FAT, passou-se
entdo a caracterizar estas acgdes, através da avaliacao de interferéncias no ciclo

celular, bem como da determinacéo do tipo de morte celular induzido.
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6.2.4 Analise do ciclo celular

Os resultados da analise do ciclo celular de células MCF7 apds o tratamento
com FAT e VC em concentragdes correspondentes a Clzo determinadas pelo método
do MTT, pelo periodo de 72 h, estdo apresentados na Figura 21.
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Figura 21. Efeito da fracao de alcaldides totais (FAT- Clso - 19,2ug/mL) obtida a partir da casca de
Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e da vincristina (VC - Cls — 9,6 nM)
sobre a progressdo do ciclo celular de células MCF7 apés 72 horas de tratamento. (**) e (***)
denotam diferenca estatistica de p<0,01 e p<0,001, respectivamente, em relagdo ao controle (CTRL).
Fonte: Dados do autor.

A analise do ciclo celular mostrou que FAT foi capaz de elevar em 11% o
numero de células na fase G1, bem como de reduzir em 38%, o numero de células
na fase S, quando comparado ao grupo controle (Figura 21). Estes resultados
sugerem que a atividade antiproliferativa de FAT pode estar vinculada a capacidade
do mesmo em realizar a parada do ciclo celular na fase G1, justificando a drastica
reducdo do numero de células na fase S.

Ja o tratamento com VC, como era esperado, elevou em aproximadamente
49,7% o numero de células na fase G2/M, visto que este farmaco interrompe o
processo de divisdo celular na metafase (GEORGE; JOURNEY; GOLDSTEIN, 1965;
CHIUCHETTA; CASTRO-PRADO, 2002; BRANDAO et al., 2010). Além disso, o
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tratamento com VC aumentou o numero de células na fase subG1, indicando que
este composto, na concentragdo administrada, foi capaz também de induzir a
apoptose. Ainda, observou-se que o tratamento com VC reduziu em torno de 45,4%
0 numero de células na fase S, o que pode ser justificado pela parada do ciclo em
G2/M, bem como pela indugao do processo apoptético.

Os resultados obtidos corroboram a literatura, uma vez que diversos estudos
evidenciam a interferéncia de alcaloides com potencial anti-inflamatério sobre o ciclo
celular. Paiva e colaboradores (2016) descreveram o efeito de uma fragéo rica em
alcaloides fenantroquinolizidinicos sobre a linhagem NCI-H460 (cancer de pulm&o).
Neste estudo observou-se um aumento do numero de células na fase G2/M apés o
tratamento das mesmas, pelo periodo de 24 horas com a fragdo rica em alcaloides.
Além disso, foi mostrado que o alcaloide elipticina, interferiu no ciclo celular da
linhagem HepG2 (carcinoma hepatocelular), ao parar o mesmo na fase G1, além de
elevar os niveis de p53 (KUO et al., 2006). Ainda, foi verificado que outros alcaloides
com efeito antiinflamatério tais como, arohitukina (ISAH, 2016) e a sanguinarina
(GAZIANO, 2016) alteraram o ciclo celular das linhagens tumorais MCL (linfoma de
células do manto) e MDA-MB-231 (cancer de mama), respectivamente.

Por fim, cabe salientar que experimentos estdo sendo conduzidos no sentido
de avaliar os niveis de marcadores do ciclo celular que atuam no checkpoint G1

como p53, p21, pRb, ciclina D, dentre outros.

6.2.5 Coloracéo diferencial com lodeto de Propideo e Laranja de Acridina (IP/LA)

A coloracédo diferencial com iodeto de propideo e laranja de acridina foi
realizada com o intuito de identificar o tipo de morte celular induzido, avaliando a
integridade de membrana. Este ensaio, baseia-se na capacidade do corante laranja
de acridina em atravessar livremente a membrana plasmatica, intercalando-se ao
DNA e dando coloragao verde ao nucleo das mesmas. Ja o iodeto de propideo, por
nao conseguir atravessar livremente a membrana plasmatica, penetra em células
que ndo apresentam membranas integras, intercalando-se ao DNA e corando os
nucleos das mesmas em vermelho. Assim, células viaveis apresentam o nucleo
verde, em funcdo da intercalacdo pelo laranja de acridina. Células em necrose
apresentam o nucleo vermelho em decorréncia da intercalacdo pelo iodeto de

propideo. Por fim, células em apoptose apresentam o nucleo corado em laranja, em
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funcdo da intercalacdo ao DNA realizada por ambos corantes (McGAHON et al.,
1995).

Os resultados obtidos por meio do ensaio de IP/LA estdo demonstrados na
Figura 22. Pode-se observar que FAT promoveu reducgao significativa de células
viaveis, acompanhado pelo aumento de células inviaveis (em apoptose e necrose),

quando comparado ao controle negativo (Figura 22).
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Figura 22. Tipo de morte celular induzido pela fragdo de alcaldides totais (FAT) (32 ug/mL) obtida a
partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE e pela vincristina
(VC) (16 nM) em linhagem MCF7 apods 72 horas de tratamento. (A)- Imagem representativa de
células tratadas com o veiculo de diluigdo de FAT (CTRL). (B)- Imagem representativa de células
apos tratamento com FAT. (C)- Imagem representativa de células apos tratamento com VC. (***)
denota diferenca estatistica de p<0,001 em relacao ao controle (CTRL).

Fonte: Dados do autor.

Em relagao a elevagao do numero de células inviaveis, foi demonstrado que o
tratamento com FAT pelo periodo de 72 h, aumentou o numero de células
apoptdticas e necroéticas em 8,2 e 2,3 vezes, respectivamente, quando comparado a
CTRL (Figura 22). A indugédo de apoptose aqui observada, corrobora os resultados
obtidos através da analise do ciclo celular (Figura 21). Como mencionado
anteriormente, FAT promoveu elevagdo do numero de células em G1

concomitantemente a redugdo do numero celular em S, sugerindo que esta fragao
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realizou bloqueio do ciclo em G1. Sabe-se que o checkpoint da fase G1 esta
relacionado a verificagdo da ocorréncia de danos ao DNA. Nesse sentido, quando o
dano supera a capacidade de reparo, as células sdo conduzidas a senescéncia ou
apoptose (BARTEK e LUKAS, 2003; WRIGHTON, 2010; LORD e ASHWORTH,
2012). Desta forma, sugere-se que FAT aumentou o numero de células na fase G1,
devido a tentativa de induzir o reparo da célula apds a injuria sofrida; entretanto, o
dano promovido pela fragao parece ter superado os mecanismos intracelulares de
reparo, culminando na morte apoptotica das mesmas e justificando a apoptose
detectada.

Ainda, a analise da Figura 22 evidencia que VC também reduziu
significativamente o numero de células viaveis. Entretanto, este alcaloide apresentou
um padrao de morte celular um pouco diferente do mostrado por FAT. VC elevou o
numero de células em apoptose e necrose, em torno de 2,8 e 17,7 vezes,
respectivamente, quando comparado ao controle negativo.

Os dados obtidos corroboram a literatura, uma vez que diversos estudos
demonstram também que alcaloides inddlicos, tais como a elipticina, a
isovoacangina, a voacangina e a sampangina, podem levar a indugdo de apoptose
em varias linhagens tumorais, tais como HepG2, HL-60 (leucemia promielocitica) e
THP-1 (leucemia monocitica aguda) (KLUZA et al., 2005; KUO et al.,, 2006;
FIGUEIREDO et al., 2010).

Cabe salientar que experimentos estdo sendo conduzidos no sentido de
confirmar a inducdo de apoptose promovida por FAT, através da mensuragao da
exposicao de fosfatidil serina, bem como da avaliagdo de niveis de marcadores de
dano ao DNA (yH2Ax) e do processo apoptético tais como p53, BAX, Bcl-2, dentre

outros.

6.2.6 Determinagao da concentragdo intracelular de espécies reativas do oxigénio
(EROs)

Como mencionado anteriormente, em relacdo ao cancer, EROs apresentam
papel dubio, uma vez que niveis intracelulares moderados dessas espécies sao
fundamentais para manutencdo da instabilidade genética, estabelecimento de
processo inflamatério e a ocorréncia de mutagdes (GLOIRE; LEGRAND-POELS;

PIETTE, 2006). Entretanto, quando produzidos em excesso, assim como quando
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suas concentragdes intracelulares sao reduzidas drasticamente, EROS podem levar
a morte de células tumorais (GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). Mediante
esses argumentos, bem como pelo fato de a uleina ja ter apresentado agédo
antiinflamatoria, achou-se pertinente avaliar se o efeito antitumoral promovido por
FAT estaria associado a interferéncias no equilibrio redox.

Na Figura 23, estdo presentes os resultados obtidos no ensaio realizado para

mensuragao intracelular de EROS.
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Figura 23. Efeito da fracdo de alcaldides totais (FAT) obtida a partir da casca de Aspidosperma
subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE sobre os niveis intracelulares de H202 na linhagem
MCF7. (*), (**) e (***) denotam diferenga estatistica de p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente em
relacéo ao controle (CTRL).

Fonte: Dados do autor.

Os niveis intracelulares de perdxido de hidrogénio sofreram um aumento de
1,2 vezes apods o tratamento com FAT por 24 horas e estes decairam apos 48 e 72
horas de exposicao a fragdo. Ja o tratamento com o controle positivo (DOXO)
induziu o aumento de H202 nos trés periodos de tempo avaliados. Por fim, células
quando tratadas com NAC e TROLOX apresentaram niveis de H202 reduzidos
quando comparados ao controle negativo.

Os resultados obtidos com o tratamento utilizando os controles positivo
(DOXO, NAC e TROLOX) estdo de acordo com a literatura, uma vez que a
doxorrubicina, por apresentar um grupo quinona, gera radicais livres via ciclo redox,

elevando a quantidade intracelular de EROs (KARIM et al., 2001); assim como NAC
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e TROLOX apresentam efeito antioxidante, diminuindo as concentragcdes de EROs
(HAMAD et al., 2010; HALASI et al., 2013; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2015).

Para validar a técnica utilizada, visto que mensurou-se os niveis intracelulares
de H202 em periodos de exposicdo bastante prolongados (24 -72 h) e excluir
portanto, qualquer hipotese relacionada a dissipagédo e/ou degradagao de perodxido
presente no sistema, avaliou-se ainda, os niveis de peroxido intracelulares apods a
exposicado de células a DOXO + FAT, DOXO + NAC e DOXO + TROLOX. Como
mencionado anteriormente, esta estratégia foi utilizada uma vez que DOXO atua na
formacéao constante de EROs através da ocorréncia do ciclo redox.

Observou-se que o tratamento realizado concomitantemente com DOXO e
FAT no periodo de 24 horas levou ao aumento de H20:2 intracelular, quando
comparado ao grupo controle. Ja a exposicdo a combinagdo DOXO + FAT pelo
periodo de 48 e 72 h, promoveu reducdo dos niveis intracelulares de peroxido.
Ainda, os tratamentos DOXO + NAC e DOXO + TROLOX, causaram reducdo de
H202 em relagdo ao controle negativo desde as primeiras 24 h de tratamento,
conforme o esperado.

Os resultados obtidos demonstram que FAT promoveu alteragoes
significativas no equilibrio redox de células MCF7. Como mencionado anteriormente,
FAT promoveu elevagdo dos niveis de H202 nas primeiras 24 h de tratamento e
posterior reducao significativa dos mesmos (48 e 72 h de tratamento). Sugere-se
que, devido a elevagdo dos niveis de perdéxido de hidrogénio observada nas
primeiras 24 h de tratamento, ocorreu o desenvolvimento de exacerbada e
persistente resposta adaptativa (mediado provavelmente pela ativagdo de defesas
antioxidantes enzimaticas), acarretando na indugdo de efeito antioxidante e
consequente redugao significativa dos niveis de H202 subsequentes (48 e 72 h de
tratamento). Ainda, sugere-se que o efeito antitumoral de FAT pode estar associado
a tal resposta adaptativa, que culminou na diminui¢ao dos niveis de EROs.

Novamente, os resultados obtidos estdo de acordo com o que ja foi descrito
na literatura. Foi evidenciado que o alcaloide sanguinarina induz a ocorréncia de
uma resposta antioxidante em linhagens celulares tumorais, levando a morte das
mesmas por apoptose (GAZIANO, 2016). Efeitos semelhantes, de diminuicdo de
EROs intracelulares, foram descritos para alguns alcaloides da vinca (vinorelbina e
vindolicina), sobre células Beta-TC-6 (insulinoma), A549 (adenocarcinoma alveolar)
(TIONG et al., 2013).
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Por fim, cabe salientar que experimentos estdo sendo realizados a fim de
determinar os niveis de peroxido de hidrogénio em intervalos de tempo anteriores
aos avaliados (6 e 12 h) e sustentar melhor a hipdtese descrita, onde espera-se
observar indugdo de estresse oxidativo, refletido na elevagdo dos niveis

intracelulares de H202, nos dois periodos de tempo propostos.

6.2.7 Determinagao da atividade da enzima antioxidante catalase (CAT)

Com o intuito de confirmar a hip6tese anteriormente mencionada, ou seja, de
que FAT promoveu a indugdo de resposta adaptativa exarcebada e persistente,
culminando na redugdo significativa dos niveis de H202, avaliou-se a atividade da

enzima antioxidante CAT, cujos resultados estdo expressos na Figura 24.
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Figura 24. Atividade da CAT em células MCF7 apds tratamento com fragdo de alcaléides totais (FAT)
obtidaa partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE,
doxorrubicina (DOXO) e associagdo DOXO+FAT por 24, 48 e 72 horas. (**) e (***) denotam diferenca
estatistica de p<0,01 e p<0,001, respectivamente. (a) e (B) denotam diferenca estatistica em relagcao
ao controle (CTRL) e ao tratamento com a associacao DOXO + FAT, respectivamente.

Fonte: Dados do autor.

O tratamento com FAT levou ao aumento da atividade da enzima, a qual se
mostrou elevada apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. Observou-se um pico de
ativagcao enzimatica, verificado apds 48 h de exposi¢ao a fragao, onde FAT foi capaz
de induzir a atividade da catalase de forma semelhante a mediada por DOXO. Tal
pico de ativagao foi sustentado parcialmente até 72 h de tratamento, acompanhando
o perfil do tratamento com DOXO (Figura 24). Os periodos de exposicado a FAT (48 e
72 h) em que foi demonstrado o pico de ativagao enzimatica, tratam-se justamente
dos intervalos de tempo em que observou-se redugdo significativa dos niveis
intracelulares de H202, corroborando assim, os resultados obtidos (Figuras 23 e 24).

Logo, sugere-se que a diminuicdo acentuada dos niveis de H202 induzidos por FAT
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deve-se a uma ativacao elevada e persintente da CAT (semelhante a induzida por
DOXO), associada a um pequeno aumento dos niveis de peroxido, quando
comparada a elevacgéo causada pela DOXO (Figuras 23 e 24).

Como mencionado anteriormente, o tratamento com doxorrubicina também foi
capaz de promover a elevagao persistente da atividade da CAT (Figura 24). Apesar
da DOXO ter aumentado significativamente a atividade da catalase desde as
primeiras 24 h de tratamento, a ativacdo enzimatica promovida por esse
quimioterapico foi constante ao longo do tempo (Figura 24). Entretanto, como
mostrado na Figura 21, o tratamento de células MCF7 com DOXO elevou
acentuadamente os niveis intracelulares de H202 em relacdo ao aumento
promovida por FAT pelo periodo de 24 h. Assim, quando considerados em conjunto,
os resultados obtidos sugerem que o tratamento com DOXO induziu a ocorréncia de
uma resposta adaptativa mais adequada da linhagem tumoral, onde a catalase foi
reduzindo progressivamente o excesso de peroxido de hidrogénio produzido, sem
levar a reducao drastica (com diferencga significativa em relagdao a CTRL) observada
no tratamento com FAT.

Ja a associacdo DOXO + FAT apresentou perfil semelhante ao tratamento
com FAT, ou seja, elevou a atividade da catalase pelo periodo de 24, 48 e 72 h de
tratamento, induzindo a ocorréncia de pico de ativacdo enzimatica apds 48 h de
exposicao a associagao, o qual foi sustentado nas 24 h subsequentes (72 h de
tratamento). Novamente, os resultados obtidos corroboram a redugéo significativa
dos niveis de H202 observados em 48 e 72 h de tratamento (Figura 23). Ainda, cabe
ressaltar que a associagao dos tratamentos levou a uma maior atividade da enzima,
em relagdo ao tratamento realizado com cada composto de forma individual (com
excecao ao tratamento com DOXO por 24 h) (Figura 24).

Um estudo realizado por Oliveira et al (2016) evidenciou que o aumento da
atividade da enzima CAT levou a um efeito citostatico, assim como inibiu a ativagao
de NF-kB em células da linhagem A549 (adenocarcinoma de pulm&o humano),
causando consequentemente, a morte celular. Gupta et al (2004) demonstraram a
elevacao da atividade da CAT em camundongos inoculados com tumor ascitico de
Ehrlich, e tratados com extrato metandlico de Caesalpinia bonducella Fleming
(Caesalpiniaceae). Tais autores associaram o aumento da atividade enzimatica ao
efeito antitumoral promovido pelo extrato. Extratos de Aegle marmelos (L.) Correa

(Rutaceae) e Cocculus  hirsutus(L.) Diels (Menispermaceae) apresentam o
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mesmo perfil quando utilizadas no tratamento de camundongos com linfoma ascitico
de Dalton (CHOCKALINGAM; KADALI; GNANASAMBANTHAM, 2012; THAVAMANI;
MATHEW; PALANISWAMY, 2014).

Por fim, os dados mostrados sugerem que o efeito antitumoral de FAT parece
estar associado a reducéo intracelular drastica de EROs, resultante de uma resposta
adaptativa exacerbada, persistente e vinculada a elevagao da atividade da CAT.
Sugere-se que a redugao intracelular significativa dos niveis de EROs pode ter
influenciado em diversos mecanismos de sinalizacdo celular, acarretando no efeito
citotoxico, antiproliferativo e morte celular anteriormente descritos.

Experimentos estdo sendo conduzidos com o intuito de mensurar a atividade

da enzima superoxido dismutase (SOD) e sustentar melhor a hipétese descrita.

6.2.8 Avaliacao do efeito de FAT sobre a expressao de COX-2

Como mencionado anteriormente, evidéncias demonstram claramente uma
correlagcado entre inflamagdo e cancer, bem como apontam a COX-2 como um
importante alvo molecular para novas terapias antitumorais, o qual vem sendo
amplamente estudado (SUBHASHINI; MAHIPAL; REDDANNA, 2005). Tem sido
relatado que a COX-2 contribui no desenvolvimento de tumores ao ativar
mecanismos que levam a inducdo de resisténcia a apoptose e ao estimulo da
angiogénese (DEMPKE et al., 2001).

Uma vez que Nardin et al. (2008) demonstraram o efeito antiinflamatério da
uleina, composto presente na fragado analisada, e devido ao papel essencial que a
COX-2 apresenta na carcinogénese, achou-se pertinente investigar se o efeito
antitumoral de FAT caracterizado neste trabalho, estaria vinculado ao efeito
antiinflamatorio promovido pelo mesmo, através da avaliacdo da expressdo de COX-

2, cujos resultados estdo demonstrados na Figura 25.
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Figura 25. Efeito da fracdo de alcaldides totais (FAT) obtida a partir da casca de Aspidosperma
subincanum MART. ex A. DC., APOCYNACEAE, e da dexametasona (DEXA- 100 nM) sobre a
expressdo de COX-2 apods 24, 48 e 72 horas de tratamento. (***) denota diferenca estatistica de
p<0,001 em relagéo ao controle (CTRL).

Fonte: Dados do autor.

Os dados obtidos mostram que, apds 24 h de tratamento com FAT, a
expressao de COX-2 foi elevada em 7 vezes em relagdo as células ndo tratadas. Ja
apos 48 e 72 h de tratamento com a fragdo, a expressao da enzima foi inibida
(Figura 25). Cabe ressaltar que este resultado seguiu o comportamento da produgao
de H20:2 anteriormente descrita, onde foi relatado um aumento da producao de
peréxido de hidrogénio nas primeiras 24 h de tratamento, seguido de uma queda
brusca dos niveis intracelulares do mesmo apds 48 e 72 horas de exposi¢cao a
fragao (Figura 21).

Tem sido demonstrado na literatura que EROs podem induzir a expressao de
COX-2 através da ativacao direta ou indireta do NF-kB (BARBIERI, 2003; MARI et
al., 2003). Dessa forma, sugere-se que a redugao dos niveis intracelulares de EROs
resultantes da ativagao exacerbada e persistente da CAT, podem estar associados a
inibicdo da expressdo da COX-2 aqui observada, onde tal resposta favoreceu o
encaminhamento das células para a morte, através da indugcédo de apoptose.

No que se refere ao tratamento com DEXA, foi observado que este farmaco
reduziu drasticamente a expressao de COX-2 nas primeiras 24 h de tratamento,
inibindo completamente a expressdao da enzima nos demais intervalos de tempo
avaliados.

Os dados obtidos corroboram a literatura, uma vez que estudos mostram que
diversos alcaloides sdo capazes de inibir e/ou reduzir a expressao de COX-2.

Chandel e colaboradores (2017) descreveram este mesmo efeito ao tratarem células
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HeLa (cancer cervical) e Colo 205 (adenocarcinoma colorretal) com uma fragao rica
em alcaloides de Anthocephalus cadamba (Roxb.) Miq. (Rubiaceae). Ainda, foi
mostrado que os alcaloides 3-(Hydroxymethyl)-6,7-dihydroindolo[2,3-a]quinolizin-
(12H)-one e barberina, foram capazes de reduzir a expressdo de COX-2 em células
RAW 264.7 (macrofagos murinos), A375 e Hs294 (melanomas) respectivamente
(SINGH et al., 2010; ZHAO et al.,2013). Antiinflamatoérios seletivos para COX-2
como, por exemplo, celecoxibe, etoricoxibe, valdecoxibe, parecoxibe e lumiracoxibe
(HILARIO; TERRERI; LEN, 2006) também tiveram seu efeito descrito na literatura.
De acordo com Bocca e colaboradores (2010) o celecoxibe foi capaz de inibir
fortemente a proliferagao e a invaséo de células MDA-MB-231. Este mesmo efeito ja
foi observado em modelos in vivo e em humanos (DAI et al., 2012; BRANDAO et al.,
2013)

Experimentos estdo sendo realizados com o intuito de verificar se o
tratamento com a fragdo é capaz de evitar a ativagdo do NF-kB, bem como de
mensurar os niveis de interleucinas associadas ao processo inflamatério e
produzidas mediante atividade da COX-2.

Levando-se em consideracédo todos os resultados obtidos, sugere-se que o
mecanismo com que FAT exerce efeito antitumoral esta relacionado ao fato dessa
fracdo causar um desequilibrio redox, ao promover uma elevagcao exacerbada e
persistente da atividade da CAT, induzindo a ocorréncia de efeito antioxidante e
culminando na reducgao drastica dos niveis intracelulares de EROs. Tal redugao
pode acarretar na diminuicdo ou até mesmo na inibicdo da atividade do NFKkB,
inibindo a expressdo de COX-2 e levando ao efeito citotdéxico e antiproliferativo

observados (Figura 26).
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Figura 26. Hipétese do mecanismo de agdo citotdxica e antiproliferativa da fracao de alcaloides totais
(FAT) obtido de suplemento elaborado a partir da casca de Aspidosperma subincanum MART. ex A.
DC., APOCYNACEAE.

Fonte: Dados do autor.



70

7 CONCLUSOES

A execucao deste trabalho permite concluir que:

— A uleina esta presente em FAT, juntamente com outros alcaloides nao
identificados no trabalho;

— FAT apresentou atividade citotoxica e antiproliferativa seletiva sobre a
linhagem tumoral de cancer de mama MCF7;

— A atividade antiproliferativa de FAT sobre células MCF7 esta provavelmente
relacionada ao fato desta fragdo aumentar o niumero de células na fase G1 do
ciclo celular;

— Sugere-se que o tipo de morte celular induzido por FAT em células MCF7
trata-se de apoptose;

— Possivelmente, o efeito antitumoral de FAT esta associado a capacidade
desta fracdo em promover um desequilibrio redox em células MCF7,
representado pela redugao drastica dos niveis intracelulares de EROs e
elevacgao persistente da atividade da enzima antioxidante catalase;

— O efeito antitumoral de FAT sobre células MCF7 provavelmente esta
correlacionado a agao antiinflamatéria desta fragao, uma vez que observou-se

que FAT suprimiu a expressao de COX-2 neste tipo celular.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE SOFTWARE DE
MENSURAGAO DE AREA E CONTAGEM DE NUMERO DE COLONIAS

8 OBJETIVOS
8.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um software de mensuragao de area e de contagem de

numero de colbnias.
8.1.2 Objetivos Especificos

— Desenvolver um software capaz de mensurar a area e contar o numero de
colénias;

— Padronizar o método de obtencdo das imagens do ensaio de formacdo de
col6nias para as determinacdes descritas (area e numero de colbnias);

— Realizar a analise das imagens pelos métodos: manual, plugin (método
computacional) ja descrito na literatura e software em desenvolvimento;

— Validar o software por meio da comparacdo dos resultados obtidos pelos

meétodos anteriormente mencionados.
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9 REVISAO BIBLIOGRAFICA

9.1 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN
VITRO

Testes in vitro sao comumente utilizados para a deteccao da toxicidade de
compostos antes do uso em animais e humanos, a fim de minimizar efeitos adversos
e possiveis lesbes ao paciente (ROGERO et al., 2003). Estes ensaios sao
considerados preliminares, pois uma vez caracterizada a nao citotoxicidade pode se
dar continuidade a experimentos em animais, por exemplo (1ISO,10993).

Ensaios de citotoxicidade e de atividade antiproliferativa in vitro sédo utilizados
também na descoberta de novos farmacos. Com estes testes é possivel realizar um
screening quanto a interferéncia de novos compostos sobre a adesédo, perfil
clonogénico, integridade de membrana e sobrevivéncia celular (NILES; A
MORAVEC; RISS, 2008).

Estes ensaios foram padronizados em cultura de células (Tabela 3), onde se
expdem linhagens celulares de mamiferos ao composto de interesse para posterior
analisar a ocorréncia de possiveis alteragdes celulares, o que é realizado
principalmente através do uso de métodos colorimétricos que avaliam a atividade
metabdlica celular, ou de ensaios que permitam visualizar a inibigao da formacéo de
colonias (CRUZ et al., 1987; ROGERO et al., 2000).

A principal vantagem destes métodos em comparag¢ao aos ensaios in vivo se
deve a limitagdo de variaveis, o que leva a resultados mais significativos e
reprodutiveis. Outra vantagem é o baixo custo para realizagdo dos mesmos
(ROGERO et al., 2003).

TABELA 4. Principais ensaios diretos e indiretos para analise de viabilidade e proliferagéo celular.

ENSAIO PRINCIPIO DO ENSAIO

O ensaio do 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina (MTT) é um teste colorimétrico quantitativo, utilizado
MTT para a avaliagcdo da sobrevivéncia e proliferagdo celular. Células
metabolicamente ativas possuem a capacidade de reduzir o sal de
tetrazolio levando a formagao de formazan, o qual possui coloragéo

roxa e esta pode ser avaliada espectrofotometricamente. Células
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RESAZURINA

VERMELHO NEUTRO

COLORAGAO CRISTAL
VIOLETA

AZUL DE TRIPAN

mortas nao apresentam a capacidade de reduzir este sal
(MOSMANN, 1983).

O ensaio da resazurina também ¢ utilizado para avaliar viabilidade
e profileracdo celular, onde células metabolicamente viaveis
reduzem a resazurina a resofurin, que apresenta cor rosa podendo
ser mensurada espectrofotometricamente. Células inviaveis nao
possuem tal capacidade de reducdo (ROLON et al., 2006). Apds a
reducdo, o sal formado nao precipita, diferentemente do ensaio de
MTT (OBRIEN et al., 2000).

O ensaio de absorcdo de vermelho neutro avalia a atividade
antiproliferativa e viabilidade celular de forma quantitativa, com
base na habilidade de células com lisossomos viaveis em endocitar
e ligar o corante nos mesmos, o qual apresenta coloragéo vermelha
que pode ser mensurada espectrofotometricamente. Células com
lisossomos nao viaveis nao apresentam a capacidade de
incorporagao do corante (REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008).
Um dos problemas associados a este teste se deve a ocorréncia de
falso negativo perante a indugdo de autofagia. Se o tratamento
utilizado induz a autofagia, ocorrera o aumento do numero de
lisossomos a fim de degradar as organelas lesadas. Como estes
lisossomos sdo capazes também de endocitar o vermelho neutro, o
composto indutor de autofagia pode ser caracterizado como nao
citotoxico, porém este composto, pode ter afetado a viabilidade
celular, dependendo da intensidade do processo autofagico
(ESKELINEN; SAFTIG, 2009; MARTINS et al., 2013).

O ensaio de coloragdo por cristal violeta avalia indiretamente a
viabilidade e proliferagao celular, uma vez que células viaveis nao
perdem a capacidade de adesado, diferentemente das células
inviaveis. Assim, ao serem coradas, € possivel mensurar a relagao
de células viaveis e inviaveis (FEOKTISTOVA; GESERICK;
LEVERKUS, 2016).

O ensaio do azul de Tripan é utilizado para avaliar a viabilidade
celular pela verificagcdo da integridade de membrana. Células

viaveis apresentam membranas celulares integras, o que leva a
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exclusao do corante; ja células mortas acabam incorporando o azul
de Tripan, o que permite quantificar o numero de células viaveis e

inviaveis por meio do microscépio dptico (STROBER, 2001).

O ensaio da lactato desidrogenase (LDH) também ¢é utilizado para
avaliar a viabilidade celular através da verificagdo da integridade de
membrana. Tal enzima esta presente em todas as células, sendo

LDH extravasada para o espago extracelular quando estas apresentam a
membrana celular danificada, demonstrando que as mesmas estéao
mortas. Logo, a mensuragdo da LDH extracelular & diretamente
proporcional ao numero de células inviaveis (CHAN; MORIWAKI,
ROSA, 2013).

9.1.1 Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico, tem como principal objetivo avaliar o potencial
clonogénico de uma unica célula frente a alguma injuria, como por exemplo,
exposicao a radiagdo ou quimioterapicos (RUDIN et al., 1991). A perda da
capacidade de proliferagao celular € um indicativo de morte, uma vez que isto
impossibilita a geragado de células filhas. Células viaveis apresentam a capacidade
de gerar clones e levar a formagdo de colbnias, sendo consideradas como
clonogénicas (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005).

Este ensaio é utilizado por varias areas como, microbiologia, imunologia,
biologia molecular e celular (RUDIN et al., 1991; RUUSUVUORI et al., 2014) e a
avaliagcdo manual ainda é considerada o padrao-ouro de analise, podendo-se avaliar
a morfologia, numero, cor e tamanho das col6nias (RUDIN et al., 1991), quando as
mesmas sao observadas a olho nu ou em microscépio 6ptico, o que permite analises
diferenciadas. Apesar de ser frequentemente utilizada, a analise manual do ensaio
clonogénico trata-se de uma forma de avaliacdo lenta, além de apresentar baixa
reprodutibilidade e ser inviavel para ensaios de alto rendimento (CHOUDHRY,
2016). Alternativamente, um método mais efetivo para analise das colbnias € a
mensuragdo da area ocupada pelas mesmas em relagdo ao suporte onde estdo
aderidas, permitindo avaliar o desenvolvimento de colbénias (refletido no aumento do

tamanho das mesmas) ou a diminuicdo das mesmas. Neste sentido, diversos



75

plugins e macros foram desenhados para este fim (ICHINOSE, 2005; NIEMELA et
al., 2012).

Ainda, devido ao maior acesso a tecnologia, tenta-se automatizar este ensaio
com o intuito de ganhar velocidade, precisdo e reprodutibilidade, obtendo-se
imagens das colénias com cameras digitais e fazendo uso de macros e plug-ins em
programas de imagens pré-existentes, os quais atuam delimitando as colbnias e
diferenciando-as do plano de fundo do suporte em que se encontram. Um dos
problemas em relagéo a estas ferramentas, se deve a presenca de artefatos (detritos
celulares, bolhas, excesso de corante ou de meio de cultura) que por ventura
acabam interferindo na analise da imagem (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005;
CHOUDHRY, 2016). Apesar das tentativas, nenhum método existente alcangou um
uso generalizado (NIYAZI; NIYAZI; BELKA, 2007).

Outro fator que pode interferir na analise por macros e plug-ins é a qualidade
das imagens obtidas, a qual depende diretamente de diversos parametros como
iluminacéo, tamanho e contraste; evidenciando a necessidade de padronizacédo das
imagens obtidas para a analise. Além disso, ajustes também devem ser feitos em
relagdo ao macro ou plugin para cada imagem a ser analisada (CHOUDHRY, 2016).
Por fim, cabe ressaltar que a analise por meio de imagem, algumas vezes requer o
uso de equipamentos e softwares de alto valor, o que pode inviabilizar a realizagcéo
das mesmas (ELKIND; HAN; VOLZ,1963).

Fica evidente entédo, a necessidade de se criar um programa apropriado para
anadlise do ensaio clonogénico, o qual propicie otimizacdo de tempo,

reprodutibilidade e precisao.
9.2 ALINGUAGEM PYTHON™

O processo de programar se restringe a sequenciar uma lista de instrugdes
(codigos fonte) que informam ao hardware, tal como o computador, os
procedimentos necessarios para que as tarefas listadas sejam realizadas com éxito.
A ferramenta utilizada para se programar é dita linguagem, tais como a C, C++,
Java™ ePython™ (ZELLE, 2004).

Apos a inser¢cao do codigo fonte, a linguagem deve ser traduzida para a
linguagem da maquina (notagdo binaria) sendo este processo realizado por

intermédio de um compilador. O compilador € um programa complexo que traduz a
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linguagem utilizada pelo programador na linguagem de maquina, fazendo com que
esta possa compreender o codigo e seguir as instrugcoes fornecidas a ela (ZELLE,
2004).

O compilador tendo executado a sua funcdo, tornara o software ativo, o qual
estara aguardando um input (comando) por meio de uma interface grafica, para
realizar uma agao com o codigo fonte. Assim que o input for fornecido, o codigo
fonte sera processado e ira fornecer um output, ou seja, uma resposta (Figura 27)
(ZELLE, 2004).

LINGUAGEM DA
COMPILADOR MAQUINA
(NOTAGAO BINARIA)

A
AY

INPUT PROCESSAMENTO @

Figura 27. Esquema de compilagdo de linguagem computacional.
Fonte: Adaptado de ZELLE, 2004

Uma das linguagens mais populares para computagdo € a linguagem de
programacao Python™ desenvolvida por Guido van Rossum em 1991. Esta se
mostra uma excelente escolha para desenvolvimento algoritimo e exploratorio de
dados cientificos (DUBOIS, 2007).

Comparado as demais linguagens computacionais o Python™ é mais consiso,
o que simplifica o desenvolvimento de aplicativos e softwares, além de ser
executavel em varios sistemas operacionais (DUBOIS, 2007).

A linguagem Python™ é uma poderosa e moderna ferramenta utilizada até
mesmo pelos grandes nomes da tecnologia, tais como o Youtube® (LLC), Google®
(LLC) e Industrial Light & Magic® (ILM) (MORO, 2013).
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10 MATERIAL E METODOS
10.1 ENSAIO CLONOGENICO

Células da linhagem McCoy e MCF7 foram plaqueadas, tratadas, fixadas e
coradas conforme item 4.3.5 deste trabalho. Os ensaios foram realizados em
triplicata a fim de fornecer um maior numero de imagens para a comparagao dos

métodos de analise.
10.2 DESENVOLVIMENTO DO SOFTWARE

O software para contagem automatica de col6nias foi desenvolvido em
parceria com o aluno Elberth Manfron Schiefer do Programa de Pés graduagéo em
Fisica da Universidade Federal do Parana (UFPR), em linguagem Python™,  com o
intuito de gerar uma interface grafica amigavel e de facil utilizagao para a contagem
de colbnias e de suas respectivas areas.

O programa analisa imagens de pogos de placas de cultivo, delimitando a
area total e individual de cada colénia e o numero das mesmas. Este processo
ocorre pela subtragdo da imagem do pogo pela imagem do background para reduzir
os ruidos, e entdo uma distorgdo gaussiana € aplicada sobre a imagem para que
pontos ndo corados das col6nias sejam encobertos. Na sequéncia, é realizada a
separagao de cores (threshold) da imagem, sendo determinado o tamanho e centro
do pocgo. Apds estes passos, o programa calcula as areas das colbnias em relagao a
area do pogo, assim como seu respectivo numero, e por fim, o programa gera um
Documento de Texto (.txt) que informa o numero de colbnias, area total das colbénias
em pixels e em cm?, area individual das coldnias em pixels e em cm?, e porcentagem

da area ocupada pelas col6nias em relagdo ao tamanho do poco.
10.3 METODO DE OBTENCAO DAS IMAGENS

Para andlise automatizada foram utilizadas imagens das colénias obtidas por
meio do uso de uma camera digital de um smartphone de 16 mega pixels, as quais
foram captadas sobre um plano branco e com iluminagao feita por luz branca. A

altura da obtencéo das imagens foi padronizada, assim como o posicionamento dos
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pocos em relagao a camera (Figura 28). Posteriormente a obtengao das imagens, as

mesmas foram analisadas pelo plugin e pelo software em desenvolvimento.

Figura 28. Desenho representativo do suporte para obtengdo das imagens das coloniasnos
respectivos pogos.
Fonte: O autor.

10.4 ANALISE DA FORMAQAO DE COLONIAS
10.4.1 Analise manual

As colbnias foram analisadas manualmente com auxilio de microscépio
optico, realizando a contagem do numero de colénias em cada pogo. A divisao do
poco por quadrantes foi realizada a fim de facilitar a contagem do numero colbnias
(Figura 29).

Figura 29. Divisdo do pogo em quadrantes para facilitar a contagem manual do nimero de colbnias.
Fonte: O autor.
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ApOs a analise, os dados foram tabelados a fim de realizar a comparagao dos

resultados obtidos entre os métodos.
10.4.2 Analise por plugin (ImageJ)

Para analise das imagens por um programa de imagem pré-existente,
determinou-se a utilizagdo de um plugin pelo Imaged, de acordo com Guzman et al

(2014). O esquema de avaliagao utilizado estd demonstrado na Figura 30.

Selecionar o pogo
para ser analisado

Executar drea da coldnia
-» area_colonia

irar a placa para posicio
horizontal/vertical

L 4

Converter para escala
>

Recortar a selecdo

B-bit
o, . Identificar os pogos & Construir uma salacionar o tipo de
D-E)I."rr;,ltarf:f? da tin!m_'na criar uma pilha de pogos | d— “mascara” para placa e nimero de
resholder_coldnia cortados extrair pogos Unicos pogos

l

Detectar o threshold
para cada pogo
individualmente

's& algum threshold ndo
astiver adequado, utilize
o threshaold de algum
poco que estaja

Construa e aplique a
*mascara” threshold
para a pilha de pagos

verificar se o threshold
esta adequado

Mensurar
porcentagem de
area para cada pogo

pelimitar area da coldnia
= mensurar_colénia

Figura 30. Passos a serem seguidos para analise das col6nias pelo plugin.
Fonte: Adaptado de Guzman et al., 2014

Ao inserir as imagens no ImageJ, estas foram convertidas para 8-bits. Apos
este passo, iniciou-se a analise pelo plugin, o qual seleciona o centro do poco,
realiza a separagdo de cores e fornece os valores de porcentagem da area das
colénias em relagdo a area do pogo (Figura 31). Cada pocgo foi avaliado de forma

individual.
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Figura 31. Etapas de analise da imagem pelo ImageJ utilizando o plugin desenvolvido por Guzman et
al, 2014. (A) Imagem inserida no programa. (B) Conversao da imagem em 8-bits. (C) Determinagao
do local do centro do pogo. (D)Colonias a serem avaliadas.

Fonte: Dados do autor.
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File Edit Font
Yell # Area Percent Intensity Percent
1 B.45 645
« [+

Figura 14. Imagem final fornecida pelo plugin com os resultados obtidos

Fonte: Dados do autor.

ApOs a analise, os dados foram tabelados a fim de realizar a comparacgao dos

resultados obtidos entre os métodos em estudo.

10.4.3 Analise automatizada pelo software em desenvolvimento

As imagens obtidas das colénias foram inseridas no software e analisadas

seguindo os passos descritos na Figura 33.
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Figura 33. Etapas de analise da imagem pelo software e desenvolvimento.(A) Imagem inserida no
programa. (B) Subtragdo da imagem do pocgo pela imagem do background. (C) Separagéo das cores
da imagem em pretro e branco. (D) Determinagéo do local do centro do pogo. (E) Colbnias a serem
analisadas.

Fonte: Dados do autor.

Por fim, € gerado um documento de texto, o qual fornece os dados obtidos

por meio do programa (Figura 34).

"7 Resultados - Bloco de notas - O hs

Arquive Editar Formatar Exbir  Ajuda
Ndmero de colénias: 35 coldnias
Area individual das colénias: [ 374. 783.5 2@10. 1848.5 433.5 1715.5 626.5 4846.5 2348.
2678.5 348.5  355. 1587.5  414. 829. 338. 1716.5 1894.5
447, 4495, 512.5 593. 626. 1218. 826. 312. 479.5
338. 475.5 1452.5 3214, 384. 659.5 48@9.5 653.5] pixels
Area total das colénias: 45035.8 pixels
Area estimada do poco: 1734313.8828215918 pixels
Porcentagem estimada da area das coldnias em relacdo ao pogo: 2.5967@85314978745%
Area total estimada das coldnias em relacdo ao valor médio de 9,6 cm?: ©.802704901369769526 cm?
Area individual estimada das coldnias em relacdo ao valor médio de 9,6 cm?:

[ 2.24532644e-85 4.70587371e-85 1.28725831e-84  1.11824985e-084
2.68369656e-85  1.0383671le-84  3.76289710e-85  2.43841710e-084
1.418260856e-84  1.68396117e-04  2.09316782e-85  2.13228825e-85
9.53487493e-85  2.48657526e-05  4.97915673e-85  2.03818258e-05
1.03096774e-84  1.13787846e-84  2.684780853e-85  2.69979688e-04
3.07818797e-85  3.56168871e-05  3.7598939%e-85  7.31557648e-05
4.96113887e-05  1.87394077e-85  2.87998278e-05  2.03818258e-05
2.85595781e-85  8.72403517e-05  1.93839925e-04  2.30638864e-05
3.96110237e-85  2.48819408e-84  3.92586505e-85] cm?

Figura 15.Documento de texto gerado pelo software em desenvolvimento.
Fonte: Dados do autor.

ApOs a analise, os dados foram tabelados a fim de realizar a comparagao dos

resultados obtidos entre os métodos.
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10.5 VALIDAGAO DO SOFTWARE PARA AS LINHAGENS ESTUDADAS

A fim de validar o uso do software para as linhagens estudadas (MCF7 e
McCoy), os dados obtidos pela analise manual, por meio do plugin e pelo software
em desenvolvimento foram tabelados e comparados utilizando o software Microsoft
Office Excel 2013.
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11 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos trés métodos de analise constam nas
Tabelas 5, 6, 7 e 8. O plugin ndo fornece o numero de colbnias, por este motivo
estes valores ndo constam nas tabelas e séo descritos por (-), assim como a area

das colbnias pelo método manual.

TABELA 5. Numero de colbnias da linhagem MCF7 contadas pelo método manual e pelo software em
desenvolvimento.

NUMERO DE COLONIAS (MCF7)

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE
CTRL 1 130 - 146
CTRL 2 107 - 104
CTRL 3 99 - 109
FAT 1 33 - 38
FAT 2 36 - 37
FAT 3 23 ; 24
VC 1 39 - 42
VC2 50 - 53
VC3 40 - 41

Fonte: Dados do autor.

TABELA 6. Numero de colbnias da linhagem McCoy contadas por meio manual e pelo software em
desenvolvimento.

NUMERO DE COLONIAS (McCoy)

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE
CTRL 1 240 - 155
CTRL 2 210 - 162

CTRL 3 290 - 158
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FAT 1 136 - 165
FAT 2 195 - 152
FAT 3 166 - 146
VC 1 156 - 149
VC2 219 - 144
VC3 203 - 142

Fonte: Dados do autor.

Como mencionado anteriormente, uma grande desvantagem que a contagem
manual apresenta sobre os demais métodos de analise do ensaio clonogénico,
refere-se ao fato de que a mesma permite somente determinar o numero de
colbnias. Tal particularidade muitas vezes limita a analise do resultado, pois
dependo da injuria causada nas células, pode ndo haver a redugao do numero de
colbnias, mas a diminuicdo da area das mesmas, devido a um menor numero de
células por colénia, como por exemplo na indugdo de senescéncia. Outras
desvantagens do método manual referem-se a alta demanda de tempo para analise
(em média 30 minutos por pogo) e falta de reprodutibilidade, devido a variabilidade

interpessoal e possiveis erros nos processos de contagem.

TABELA 7. Area das colénias da linhagem MCF7 determinadas pelo plugin e pelo software em
desenvolvimento.

AREA DAS COLONIAS (cm?) (MCF7)

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE
CTRL 1 - 0,22 0,31
CTRL 2 - 0,14 0,15
CTRL 3 - 0,21 0,36
FAT 1 - 0,07 L
FAT 2 - 0,07 0,09

FAT 3 - 0,06 0,06
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VC 1 - 0,98 0,06
VC2 - 0,15 0,10
VC3 - 0,09 0,09

Fonte: Dados do autor.

TABELA 8. Area das colénias da linhagem McCoy determinadas pelo plugin e pelo software em
desenvolvimento.

AREA DAS COLONIAS (cm?) (McCoy)

IMAGEM MANUAL PLUGIN SOFTWARE
CTRL 1 - 1,82 0,61
CTRL 2 - 1,00 0,52
CTRL 3 - 1,36 0,60
FAT 1 - 1,81 0,48
FAT 2 - 0,05 0,51
FAT 3 - 0,04 0,67
VC 1 - 0,07 0,47
VC2 - 0,05 0,53
vC3 - 0,05 0,55

Fonte: Dados do autor.

Como mencionado anteriormente, o uso do plugin permitiu apenas a analise
da area total das col6nias, a qual foi realizada em aproximadamente 2 minutos por
imagem. Contudo, esta analise se mostrou limitada, pois além da necessidade de se
ter um programa de analise de imagem (ImageJ) instalado ao computador, deve-se
seguir uma sequéncia de passos, muitas vezes dificii de compreender se o
analisador ndo esta habituado a linguagem computacional. Outro problema
detectado através da execucdo da andlise da imagem pelo plugin, refere-se a
necessidade de se ajustar parametros de separacdo de cor para cada imagem.

Estes pontos acabam dificultando e tornando a analise demorada. Deve-se destacar
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também a falta de reprodutibilidade causada pela variagdo do método de separagao
de cores (NIYAZI; NIYAZI; BELKA, 2007).

Ja a analise por meio do software em desenvolvimento permitiu a analise das
colénias por todos os parametros analisados (numero de colbnias, determinagao da
area ocupada pelas mesmas nos pocos e area média de cada colbnia
individualmente), realizando isto apenas com a inser¢ao da imagem no programa e
em um intervalo de tempo de aproximadamente 7 segundos por imagem, o que
torna a anadlise rapida e pratica. Os passos para analise das imagens sao pré
definidos pelo programa, o qual desconsidera distorgdes nas imagens, assim como
delimita a area do pog¢o sozinho, o que ndo torna necessario ajusta-los a cada
imagem. Logo, nos quesitos tempo e praticidade, o software em desenvolvimento
apresentou desempenho superior a contagem manual, bem como a utilizagdo do
plugin.

Para comparagao da reprodutibilidade dos métodos avaliados, levou-se em
consideragao o erro aleatério de desvio padrao médio (g,,,), bem como demais erros
aleatorios. A analise manual do numero de coldnias resultou em um erro aleatorio de
desvio padrao médio (g,,) dado por g,, = 37 colbnias. Contando com este desvio, 0s

valores do numero de colbnias e seus desvios padréo (g,), dependente dos demais

erros aleatorios (g,) estdo presentes nas tabelas 9 e 10 onde g, = /g + 7. Os

valores foram representados pela média e desvio padrao.

TABELA 9. Média + desvio-padrao do numero de colénias da linhagem MCF7 determinadas pelo
plugin e pelo software em desenvolvimento.

NUMERO DE COLONIAS (MCF7)

MANUAL SOFTWARE
CTRL 112 + 40 120 + 23
EAT 31+ 38 33+8
Ve 43 + 38 45+ 7

Fonte: Dados do autor.
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TABELA 10. Média + desvio-padrao do niumero de coldnias da linhagem McCoy determinadas pelo
plugin e pelo software em desenvolvimento.

NUMERO DE COLONIAS (McCoy)

MANUAL SOFTWARE
CTRL 247 + 55 158 + 4
EAT 166 + 47 154+ 10
Ve 193 + 49 145+ 4

Fonte: Dados do autor.

Pode-se observar que o numero de colbénias nao apresentou diferenca
estatistica entre os métodos avaliados, entretanto, o desvio-padréo obtido por meio
da contagem manual mostrou ser até 13,75 vezes maior do que o desvio padrao
obtido pelo software, o que evidencia a melhor reprodutibilidade do programa.

A analise da Tabela 9, referente a comparacao da determinacdo do numero
de colbnias pelo método manual e pelo software, mostra que ambas analises
apresentaram um padréo similar de redugdo do numero de colbnias frente aos
tratamentos, resultado que confere com a literatura (BLAJESKI et al., 2002; GROTH-
PEDERSEN et al., 2007; ESMAEILI-MAHANI; FALAHI; YAGHOOBI, 2014).

Em relagcdo a linhagem McCoy (Tabela 10), os valores obtidos pelos dois
meétodos, ndo apresentaram diferenca estatistica entre controle e tratados, o que era
esperado, uma vez que ja foi demonstrado que os tratamentos em questdo nao
exercem efeito estatisticamente significativo sobre linhagens nao tumorais, quando
comparados ao controle (BURDMAN, 1966; JOHNSON et al., 1973; VILPO; KOSKI;
VILPO, 2000).

Dessa forma, os resultados obtidos validam, mesmo que de forma preliminar,
a utilizacado do software para a determinagao do numero de colénias.

A analise da area total das col6nias realizada pelo plugin resultou em um erro
aleatdrio de desvio padrdo médio (s,,) dado por g,, = 37 coldénias. Contando com

este desvio, os valores do numero de colonias e seus desvios padréo (o),
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dependente dos demais erros aleatorios (g,) estdo presentes nas tabelas 11 e 12

o T . =
onde g, = /g, + g;7. Os valores foram representados pela média e desvio padrao.

TABELA 11. Média + desvio-padrdao dos valores das areas das coldnias da linhagem MCF7
determinadas pelo plugin e pelo software em desenvolvimento.

AREAS DAS COLONIAS (MCF7)

PLUGIN SOFTWARE

CTRL 0,19 + 0,04 0,27 + 0,11
EAT 0,07 + 0,01 0,06 + 0,03
Ve 0,41+ 0,50 0,08 + 0,02

Fonte: Dados do autor.

TABELA 12. Média + desvio-padrédo dos valores das areas das colbnias da linhagem McCoy
determinadas pelo plugin e pelo software em desenvolvimento.

AREAS DAS COLONIAS (McCoy)

PLUGIN SOFTWARE
CTRL 1,39+ 0,41 0,58 + 0,05
EAT 0,63 + 1,02 0,55+ 0,10
Ve 0,06 + 0,01 0,52 + 0,04

Fonte: Dados do autor.

A observagdo da Tabela 11 mostra que o plugin utilizado apresentou
diferenca estatistica em relagdo ao controle, na reducdo das areas das colOnias
quando células da linhagem MCF7 foram tratadas com FAT. Contudo, ndo houve
diferenga estatistica quando foram comparados CTRL e VC. Este fato sinaliza um
problema na interpretacédo das imagens pelo plugin, uma vez que o esperado era
uma reducao significativa da area das colénias quando as células foram tratadas
com VC, visto que este farmaco ja teve sua atividade citotoxica e antiproliferativa em
linhagem MCF7 descrita na literatura (BLAJESKI et al., 2002; GROTH-PEDERSEN
et al., 2007; ESMAEILI-MAHANI; FALAHI; YAGHOOBI, 2014).
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O software, diferentemente do plugin, indicou uma reducéo estatisticamente
significativa entre controle e os tratamentos (incluindo VC) para a linhagem MCF7,
conforme o descrito pela literatura (Tabela 11).

Os resultados obtidos para a linhagem McCoy por meio do plugin, indicaram
uma reducgdo estatisticamente significativa entre controle e VC (Tabela 12),
contrariando os dados obtidos anteriormente neste trabalho e na literatura
(BURDMAN, 1966; JOHNSON et al., 1973; VILPO; KOSKI; VILPO, 2000). Esses
dados reforcam a existéncia de problemas durante o processamento das imagens.
Por sua vez, o software indicou o resultado esperando, sendo que nao houve
diferenca estatistica entre as amostras (Tabela 12).

Dessa forma, os resultados obtidos validam, mesmo que de forma preliminar,
a utilizacao do software para a determinagao da area total e do numero das colénias.

Experimentos estdo sendo conduzidos utilizando-se outras linhagens
celulares (MDA-MB-231, NIH, HeLa, HRT 18) e outros quimioterapicos classicos
(doxorrubicina, cisplatina, paclitaxel, vimblastina) para validacdo do software. Estes
experimentos estdo sendo realizados em maior niumero de replicatas a fim de
delimitar parametros como exclusao de clusters, delimitagdo mais precisa de

threshold, e sensibilidade do software.
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12 CONCLUSOES
A execucao deste trabalho permite concluir que:

— A analise do numero de colbnias pelo software em desenvolvimento
demonstrou-se eficiente, uma vez que os resultados obtidos foram coerentes
com a literatura e com a contagem manual;

— A contagem do numero de colénias pelo software em desenvolvimento foi
mais reprodutivel que o método manual, apresentando menor desvio-padrao;

— O software em desenvolvimento demonstrou ser mais eficaz na mensuracao
das areas das col6nias quando comparado ao uso de plugin, apresentando
resultados que corroboram o que é descrito pela literatura;

— O software em desenvolvimento analisa uma maior quantidade de parametros
(nimero de colbnias, area individual e total das col6nias em pixels e em cm?)
quando comparado a contagem manual e plugin;

— O uso do software em desenvolvimento para a determinagdo do numero de
coldnias e da mensuracéo da area das mesmas otimizou o tempo de analise.

— O tempo de analise da contagem manual foi 257 vezes maior do que o tempo
da analise pelo software, assim como a analise das imagens pelo plugin & 17

vezes mais lenta que a analise pelo software.
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