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MACIEL-SILVA, Vera Lucia. Avaliacdo da atividade antitumoral da fracéo
diclorometénica obtida das raizes de Arrabidaea brachypoda (DC BUREAU). 2022. 93 f.
Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Universidade Federal do Maranhdo, S&o Luis, 2022.

RESUMO
O cancer afeta milhdes de pessoas, representando um dos maiores problemas de sadde publica
em todo o mundo. Os tratamentos disponiveis tém varios efeitos adversos e pouca
especificidade. Assim, a necessidade de opcdes terapéuticas mais eficazes, com menor
toxicidade e maior especificidade, tem intensificado a busca por novos farmacos. Arrabidaea
brachypoda é uma planta nativa do Cerrado brasileiro conhecida como “cip6-una”, “santo
cip6”, “cervejinha do campo”, popularmente utilizada no tratamento de inflamagoes em geral,
calculos renais e dores. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antitumoral da fragdo
diclorometanica (FDCM) obtida de raizes de A. brachypoda, cujos componentes sdo trés
flavonoides diméricos de estruturas incomuns, denominados braquidinas. A partir do ensaio
sulforrodamina B (SRB) foi constatada citotoxicidade da FDCM, sendo esta atividade
influenciada pelo soro fetal bovino (SFB). Andlise in silico demonstrou forte afinidade entre a
albumina encontrada no soro e as braquidinas, confirmando o impacto da concentracdo do SFB
na atividade antitumoral da FDCM. Com base nisso, células de cancer de mama (MCF7), colo
de Utero (HeLa), prostata (DU145), além de células de préstata ndo tumorais (PNT2), foram
mantidas em meio de cultura com SFB 1% e tratadas com diferentes concentra¢tes da FDCM
(1 a 8 pg/mL). Os ensaios revelaram valores de I1Cso de 2,77, 2,46, 2,51 pug/mL, e 4,08 pg/mL
para MCF7, Hela, DU145 e PNT2, respectivamente. Andlise de genotoxicidade pelo ensaio
cometa revelou que a FDCM ndo causa danos ao DNA quando as células tumorais e ndo
tumorais sdo expostas a %2 I1Cso, 1Cso € dobro ICso, por por 3 e 24 horas. Além disso, a FDCM
inibiu a formac&o de colénias (ensaio clonogénico) de células tumorais de modo dependente da
concentracdo (r = -0,944, p <0,05), sendo essa inibicdo quase total em células HeLa e MCF7
expostas aos seus respectivos I1Cso. Adicionalmente, tratamentos com 2,5 pg/mL e 1,25 pg/mL
inibiram significativamente a formacé&o de colonias DU145 em 87,3 e 39,2%, respectivamente.
A migracdo celular foi avaliada pelo ensaio wound healing, sendo observado reducgéo da
mobilidade celular de DU145 (r = -0.751, p < 0.05), enquanto ndo houve efeito na linhagem
ndo tumoral PNT2. Analise por Microscopia de Forca Atdmica (MFA) revelou alteracdes
ultraestruturais (buracos) nas superficies da membrana nuclear de células DU145 tratadas com
FDCM. Adicionalmente, observamos uma correlagdo positiva entre rugosidade da membrana
celular e concentracdo da fracéo (r= 0,857, p < 0,05), sendo de 7,9 £ 0,43 nm para células ndo

tratadas, 11,6 + 1,42 nm e 15,37 + 3,9 para células tumorais expostas a 2,5 pg/mL e 1,25 pg/mL,



respectivamente. Todos esses achados suportam a atividade antitumoral da FDCM e sugerem
que a inducéo de alteracdes ultraestruturais na membrana celular pode ser um dos mecanismos

de acdo das braquidinas.
Palavras-chave: cancer; quimioterapico; produtos naturais; microscopia de forca atbmica.



MACIEL-SILVA, Vera Lucia. Evaluation of antitumor activity of dichloromethane
fraction obtained from roots of Arrabidaea brachypoda (DC BUREAU). 93 f. Thesis (PhD
in Biotechnology) — Federal University of Maranhdo, Sdo Luis, MA-Brasil, 2022.

ABSTRACT
Cancer affects millions of people, representing one of the biggest public health problems
worldwide. Available treatments have several adverse effects and little specificity. Thus, the
need for more effective therapeutic options, with less toxicity and greater specificity, has
intensified the search for new drugs. Arrabidaea brachypoda is a native plant of the Brazilian
Cerrado known as "cip6-una", "santo cipd", "cervejinha do campo", popularly used in the
treatment of inflammation, kidney stones and pain. Our main aim was to evaluate the antitumor
potential of the dichloromethane fraction (DCMF) obtained from A. brachypoda roots, whose
components are three dimeric flavonoids of unusual structures, called brachydins.
Sulforhodamine B assay results revealed DCMF cytotoxicity, and the impact of fetal bovine
serum (FBS) on this activity. In silico analysis showed strong affinity between serum albumin
and brachydins, confirming the impact of FBS concentration on the antitumor activity of
DCMF. Based on this, cancer cells from breast (MCF7), cervix (HeLa), prostate (DU145), as
well as non-tumor prostate cells (PNT2), were maintained in culture medium with 1% FBS and
treated with different DCMF concentrations (1 to 8 pg/mL). Assays revealed ICso's of 2.77,
2.46, 251 pg/mL and 4.08 pg/mL for MCF7, Hela, DU145 and PNT2, respectively.
Genotoxicity analysis by the comet assay revealed that DCMF does not cause DNA damage
when both tumor and non -tumor cells are exposed to %2 ICso, 1Csg and double 1Csp for 3 and 24
hours. In addition, DCMF inhibited colony formation (by clonogenic assay) of tumor cells in
a concentration-dependent manner (r = -0.944, p <0.05), with almost total inhibition in HeLa
and MCF7 cells exposed to their respective ICso. Additionally, treatments with 2.5 pg/mL and
1.25 pg/mL significantly inhibited DU145 colony formation by 87.3 and 39.2%, respectively.
Cell migration was evaluated by the wound healing assay, which revealed reduced mobility of
DU145 cells (r = -0.751, p < 0.05), whereas there was no effect on the PNT2 cell line. Atomic
Force Microscopy (AFM) analysis revealed ultrastructural changes (holes) on the nuclear
membrane surfaces of DCMF-treated DU145 cells. Additionally, there was a positive
correlation between cell membrane roughness and fraction concentration (r= 0.857, p < 0.05),
with 7.9 £ 0.43 nm for untreated cells, and 11.6 + 1.42 nm and 15.37 + 3.9 for tumor cells
exposed to 2.5 pg/mL and 1.25 pg/mL, respectively. All these findings support the antitumor
activity of DCMF and suggest that the induction of ultrastructural changes in the cell membrane

may be one of the mechanisms of action of brachydins.



Keywords: cancer; chemotherapy; natural products; atomic force microscopy.
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1 INTRODUCAO

O cancer € um termo genérico para um grupo de doencas caracterizadas pelo
crescimento desordenado e continuo das células, resultando na formacdo de tumores e na
aquisicdo da capacidade de invadir tecidos e 6rgdos (BASKAR et al., 2014). E considerado
uma das principais causas de morte e importante barreira para 0 aumento da expectativa de vida
em todos os paises do mundo. O aumento da incidéncia dessa doenca € devido a varios fatores,
incluindo envelhecimento, crescimento da populagdo, mudancgas nos padrdes reprodutivos que
acompanham a urbanizacao e o crescimento econémico, além de tabagismo, alimentacdo nao
saudavel, ingestdo de bebidas alcodlicas. radiacdo, infeccdes, sedentarismo, exposicdo
ocupacional a agentes cancerigenos (DABEA ALSHAMMARI et al., 2019).

Em todo o mundo, cerca de 19,3 milhdes de novos casos (18,1 milhdes excluindo cancer
de pele ndo melanoma) e quase 10 milhdes de mortes por cancer (9,9 milhdes excluindo cancer
de pele ndo melanoma) ocorreram em 2020. A estimativa é de 28,4 milhGes de casos em 2040,
um aumento de 47% em relacdo a 2020 (SUNG et al., 2021). No Brasil, o Instituto Nacional de
Cancer Jose Gomes Alencar da Silva (INCA) estima para o triénio 2020-2022 a ocorréncia de
625 mil novos casos de cancer para cada ano (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele
ndo melanoma), sendo que o cancer de pele ndo melanoma permanece como 0 mais incidente
na populacdo (177 mil casos novos), seguido pelos canceres de mama e préstata, com 66 mil
cada (INCA, 2019)

Em relacdo a terapéutica, cirurgia e radioterapia s@o considerados 0s agentes mais
eficazes para canceres locais e ndo-invasivos, mas sdo pouco efetivos ou ineficientes quando o
cancer se espalha por todo o corpo (metastase). O uso de medicamentos contra 0 cancer
(quimioterapia, hormonios e terapias biologicas) € a escolha atual para o tratamento de canceres
metastaticos, uma vez que eles sdo capazes de atingir todos os érgdos do corpo através da
corrente sanguinea. As drogas quimioterapicas sdo baseadas em compostos toxicos que inibem
principalmente a rapida proliferacdo das células tumorais, mas infelizmente, apresentam uma
série de efeitos colaterais indesejaveis, limitando assim as opgdes de tratamento (PEREZ-
HERRERO; FERNANDEZ-MEDARDE, 2015). A crescente incidéncia de cancer, associado
aos problemas de mdltiplos efeitos colaterais e resisténcia inerentes aos agentes
quimioterapicos classicos, torna cada vez mais urgente a busca por novos compostos com
efeitos antitumorais (JAFARI et al., 2022).
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As plantas servem ndo apenas como medicamentos brutos, de venda livre e
nutracéuticos, mas também como recursos naturais para a descoberta e desenvolvimento de
novos medicamentos, 0s quais podem ser usados para o tratamento de varias doencas, dentre as
quais, cancer (ATANASOV et al., 2021; BEUTLER, 2019). O Brasil apresenta a maior
diversidade vegetal do mundo, apresentando assim um grande potencial para a descoberta de
novos medicamentos (HERVOUET; VALLETTE; CARTRON, 2010; ROSA et al., 2021).

Ha relatos de uso popular e do potencial bioldgico descritos na literatura para espécies
do género Arrabidaea, tipicas do Cerrado brasileiro (ALCERITO et al., 2002) e em particular
de extratos e fracOes extraidos de Arrabidaea brachypoda, tais como antripanossoma (DA
ROCHA et al., 2014), antileishmania (ROCHA, et al., 2018), anti-inflamatoéria (SALGADO et
al., 2020) e antimicrobiana (DE SOUSA ANDRADE et al., 2020). Além de constatacoes de
atividades antitumorais da fracdo hidroetandlica (SERPELONI et al., 2020) e seus compostos
(braquidinas) (DE OLIVEIRA et al., 2021; NUNES et al., 2020); da fracdo hidrometanolica e
braquidinas isoladas destas (DE LIMA et al., 2022).

Diante do exposto, nesta tese de doutoramento em Biodiversidade e Biotecnologia,
investigamos o potencial antineoplasico de uma planta da rica biodiversidade brasileira. Para
isso, foram realizados ensaios in vitro em trés linhagens tumorais e em uma linhagem controle,
usando ferramentas biotecnoldgicas robustas e consolidadas na literatura cientifica. Nossa
pesquisa foi baseada em achados prévios de outros autores que sugeriam atividade antitumoral
de braquidinas isoladas e de outras fracdes extraidas de diferentes partes da planta. Assim, este
trabalho € inédito em investigar a fracdo diclorometano (FDCM), extraida da raiz da planta,
cujos componentes sdo trés braquidinas (A, B e C). A possibilidade de identificarmos uma
fracdo com atividade antitumoral, sem a necessidade de isolar compostos ou principios ativos,
é de grande interesse na busca de farmacos biologicamente eficazes e com menor custo de
producdo. Assim, com possibilidade de gerar um produto importante para a sociedade que ainda
se depara com grandes desafios no tratamento do cancer. Além disso, buscamos agregar dados
para entender os possiveis mecanismos de acdo da FDCM. Os resultados apresentados séo
promissores, tanto para melhor compreender o0s possiveis mecanismos de agdo dos

componentes da fracdo, quanto na perspectiva de realizacdo de ensaios pré-clinicos in vivo.
1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral da FDCM, rica em flavonoides diméricos raros, extraida

da raiz de Arrabidaea brachypoda e buscar estabelecer um possivel mecanismo de sua acéo.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a atividade citotoxica da FDCM em linhagens tumorais e ndo tumoral

humanas.
Avaliar o feito genotoxico da FDCM em linhagens tumorais e ndo tumoral humanas.
* Avaliar o efeito clonogénico da FDCM em linhagens tumorais e ndo tumoral humanas;

* Avaliar a a¢do da FDCM sobre a migragdo de linhagens tumorais e ndo tumoral

humanas;

* Investigar, em nivel de nanoescala, através da microscopia de for¢a atdmica, possiveis
alteragdes morfologicas nas linhagens tumorais e ndo-tumoral humanas apds tratamento com a
FDCM.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER

O cancer surge a partir de alteragdes genéticas e epigenéticas que permitem que as
células se proliferem em excesso e escapem de mecanismos que normalmente controlam sua
sobrevivéncia e migracdo (SEVER; BRUGGE, 2015). Esse processo € complexo e abrange
multiplas etapas, envolvendo muitos genes, em especial aqueles que regulam a estabilidade e
reparo do DNA e a proliferacdo celular. Os principais genes envolvidos nesse processo séo 0s
proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor (GST). Os proto-oncogenes estimulam o
crescimento celular, impedem a diferenciacdo e a morte celular, enquanto os GST sdo
antiproliferativos, ou seja, ttm como funcdo o controle negativo da divisdo das células
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). A desregulacdo de proto-oncogenes e GST sdo
componentes chave da carcinogénese. A ativacdo e a inativacdo de proto-oncogenes e GST,
devido a muta¢des em um ou ambos, pode levar ao crescimento e proliferagcdo descontrolada
de células que, além de ndo terem as alteragdes genéticas reparadas, ainda acumulam novas
mutac@es, 0 que caracteriza 0 micromabiente tumoral como altamente heterogéneo (RAYAN;
RAIYN; FALAH, 2017).

O processo da carcinogénese resulta da interacdo entre as causas internas, tais como
mutagdes somaticas ou hereditarias, modificacfes epigenéticas e alteracbes a nivel hormonal
e/ou imunitario, e as causas externas (DARWICHE, 2020). Apenas cerca de 5% dos canceres
sdo causados por fatores hereditarios, isto significa que cerca de 95% dos casos de cancer tém
suas raizes no meio ambiente e no estilo de vida (KATYAL; SHARMA, 2019). Os fatores de
estilo de vida incluem tabagismo, dieta, alcool, exposicdo ao sol, poluentes ambientais,
infeccdes, estresse, obesidade e sedentarismo (DABEA ALSHAMMARI et al., 2019) (Figura
1). Nos dois casos, 0 dano genético ocorre em genes que afetam o equilibrio de varios processos
bioldgicos como angiogénese, crescimento celular, proliferacdo, apoptose, invasdo e metéastase
(KATERJI; DUERKSEN-HUGHES, 2021).
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Figura 1 - O papel dos genes e do ambiente no desenvolvimento do cancer
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2.1.1 Principais caracteristicas bioldgicas do cancer

As células cancerosas apresentam diversas caracteristicas que as diferenciam das células
normais e que Ihes conferem habilidades que promovem seu crescimento e sua sobrevivéncia.
De acordo com Hanahan e Weinberg (2011) oito caracteristicas sdo consideradas capacidades
funcionais adquiridas: sinalizacdo proliferativa sustentada, insensibilidade aos supressores de
crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, inducdo da angiogénese,
invasao e metastase, reprogramacédo do metabolismo celular e escape da resposta imunoldgica.
Hé& ainda duas caracteristicas denominadas habilitantes que fornecem os meios pelos quais as
celulas tumorais desenvolvem as caracteristicas funcionais acima elencadas: a instabilidade
gendmica e a inflamacdo promotora de tumor (Quadro 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011,
LABANI-MOTLAGH; ASHIA-MAHDAVI; LOSKOG, 2020).



Quadro 1 - Principais caracteristicas biologicas do cancer

Sinalizagdo proliferativa
sustentada

A proliferacdo desenfreada das células tumorais é
sustentada por variados fatores: produgdo de seus
proprios ligantes de fatores de crescimento aos quais
respondem; desregulando a sinalizacdo do receptor
através da elevacdo das proteinas receptoras na

superficie das células cancerigenas, entre outros.

Evitagdo de supressores de

crescimento

Células cancerosas contornam programas de
regulacdo da proliferacdo celular inativando genes
supressores (TP53 e RB1), perdendo completamente
esses genes ou por meio de mutacdes de perda de

funcdo do gene..

Resisténcia a morte celular

Células tumorais desenvolvem uma variedade de
estratégias para limitar ou contornar a apoptose. A
mais comum ¢€ a perda da funcdo supressora de tumor
TP53. Alternativamente, h4 o aumento na expressao
de reguladores antiapoptéticos (Bcl-2, Bcl-xL) e
regulacdo negativa de fatores pré-apoptoticos (Bax,

Bim, Puma).

Imortalidade replicativa

Com o tempo, as células somaticas perdem a
capacidade de se dividir e entram em um estado de
senescéncia, devido ao encurtamento progressivo dos
telomeros, consequéncia da inativagao da telomerase.
Contrariamente, células tumorais mantem a expressao
da telomerase e reativam os telémeros, promovendo

assim sua sobrevivéncia e tumorigénese.

Inducgéo da angiogénese

Células tumorais apresentam a capacidade de induzir
a criacdo de novos vasos sanguineos, a partir dos ja
existentes em resposta a sinais quimicos,
possibilitando suprimento de nutrientes e oxigénio
necessarios para o desenvolvimento do tumor, além de

favorecer metastases.
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Invasdo e metéstase sdo processos decorrentes de
varios eventos, como: afrouxamento do contato entre
as células tumorais, degradacdo da matriz extracelular
(MEC), transicdo epitélio- mesenquimal (TEM),
alteracdo na fixacdo das células tumorais aos novos
componentes da MEC e migracdo das celulas

tumorais.

Ativacdo de invasdo e
metéastase
Reprogramacéao do

metabolismo celular

Células tumorais precisam de muita energia para
crescer rapidamente, deste modo reprogramam as vias
de aquisicdo e metabolismo de nutrientes para atender
as demandas bioenergéticas, biossintéticas, resultando
em uma independéncia funcional e manutencdo das

principais caracteristicas do cancer.

Evitagdo de

imunoldgica

destruicao

Células cancerosas escapam do sistema imune por
diversos mecanismos, tais como: regulagdo negativa
ou perda de antigenos tumorais; imunossupressao, em
que 0s tumores suprimem as respostas imunes ou 0s
produtos tumorais secretados; mascaramento do

antigeno.

Inflamacéo crbénica

Em uma resposta inflamatéria normal do sistema
imune, as células imunes atuam eliminando e/ou
neutralizando invasores estranhos. No entanto, no
microambiente tumoral, células imunes antitumorais
podem ser alteradas passando a atuar como células
imunes promotoras de tumor, que secretam fatores que

permitem o crescimento e a metastase do tumor.

Instabilidade gendmica

Devido a proliferacdo descontrolada das células
cancerosas, ha uma tendéncia crescente de alteracoes
gendmicas e mutacbes, as quais podem ocasionar
danos em multiplos genes que regulam a divisdo
celular e a supressdo tumoral. A instabilidade do
genoma gera as anormalidades genéticas necessarias

para as caracteristicas tipicas do cancer.
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Recentemente Hanahan (2022) sugeriu novas caracteristicas que futuramente podem
ser incorporadas como componentes dos hallmarks do cancer: desbloqueio da plasticidade
fenotipica, microbiomas polimérficos, senescéncia celular e reprogramacéo epigenética nao

mutacional.
2.1.1.1 Desbloqueio da plasticidade fenotipica

No processo embrionario, a organogénese e organizacdo das células em tecidos sao
acompanhados pela diferenciagdo terminal, e parada do crescimento (HANAHAN, 2022).
Dessa forma, a diferenciacdo celular final é antiproliferativa e constitue um impedimento ao
processo neoplasico. Embora seja uma caracteristica marcante da diferenciacdo embrionaria,
essa plasticidade celular também tem sido amplamente observada em células adultas
terminalmente diferenciadas diante de estresses fisioldgicos e patoldgicos cronicos,
funcionando como mecanismo de adaptacdo ou regeneracao tecidual. Por outro lado, também
pode predispor os tecidos a transformacéo cancerosa (YUAN; NORGARD; STANGER, 2019).
Assim, a plasticidade fenotipica € uma capacidade que permite varias interrupcGes na
diferenciacdo celular, como: (i) desdiferenciacédo de estados maduros para progenitores, (ii)
diferenciacdo blogueada (terminal) de estados de células progenitoras e (iii) transdiferenciacédo
em diferentes linhagens celulares (HANAHAN, 2022).

Perekatt et al. (2018) relataram que a ativagdo da via WNT pode conduzir a
desdiferenciacdo e a formacao de adenoma em células epiteliais intestinais diferenciadas apds
a perda concomitante do fator de transcricdo SMAD4 no adulto. Kohler et al. (2017) em estudo
de rastreamento de linhagem de melanomas induzidos por BRAF, concluiram que estes se
originaram de melandcitos pigmentados maduros que sofreram desdiferenciacdo durante o
curso da tumorigénese. Estudos de ganho e perda de funcdo em um modelo de zebrafish de
melanoma induzido por BRAF demonstraram que a superexpressao do fator de transcri¢do de
desenvolvimento SOX10 blogueia a diferenciacdo de células progenitoras neurais em
melandcitos, permitindo a formacao de melanomas dirigidos por BRAF (KAUFMAN et al.,
2016).

2.1.1.2 Microbiomas polimérficos

H& uma percepcdo crescente de que 0s ecossistemas criados por bactérias e fungos
residentes (microbiomas) tém um impacto profundo na saude e na doenca (THOMAS et al.,
2017). Estudos de associacdo em manipulacdo humana e experimental em modelos de

camundongos com cancer constataram microrganismos particulares, principalmente, bactérias,
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que podem ter efeitos protetores ou deletérios no desenvolvimento do cancer, progressdo
maligna e resposta a terapia (HELMINK et al., 2019). Além do microbioma intestinal
amplamente estudado, outros microbiomas de tecidos distintos, bem como o microbioma do
tumor, estdo implicados na modulacdo da aquisicdo - tanto positiva quanto negativamente
(HANAHAN, 2022).

Estudos envolvendo transplantes fecais de pacientes portadores de tumores de c6lon em
camundongos receptores predispostos a desenvolver cancer de colon, descrevem a presenca de
microbiomas protetores do cancer e promotores de tumores, envolvendo especies bacterianas
especificas, que podem modular a incidéncia e a patogénese de tumores de colon (SEARS;
GARRETT, 2014). Conex0es entre o microbioma e o cancer também tem sido exploradas em
outros 6rgéos (WILLIS; GABALDON, 2020). Tem sido sugerido que bactérias orais, podem
converter etanol no carcindgeno acetaldeido (KURKIVUORI et al., 2007) ou regular citocinas
e outras moléculas pro-inflamatdrias, levando a inflamacao cronica que pode estar envolvido
na carcinogénese e que as toxinas bacterianas também podem afetar as vias de sinalizagdo
celular ou danificar o DNA (TUOMINEN; RAUTAVA, 2021). Estudos recentes indicam que
muitos microrganismos estdo envolvidos no desenvolvimento do cancer de ovario (NENE et
al., 2019; XIE et al., 2017).

2.1.1.3 Senescéncia celular

A senescéncia celular € uma forma usualmente irreversivel de parada proliferativa da
célula. A senescéncia pode ser induzida nas células por uma variedade de condi¢es, incluindo
estresses microambientais, como privacdo de nutrientes, danos ao DNA, danos a organelas,
exaustdo replicativa, superexpressdo de oncogenes ou tratamento com quimioterapicos
(BIRCH; GIL, 2020; LEE; SCHMITT, 2019). A senescéncia celular é consideradada um
mecanismo de protecdo contra a neoplasia, por meio da qual as células cancerosas séo induzidas
a sofrer senescéncia (LEE; SCHMITT, 2019). Existem diversos exemplos apresentando
beneficios protetores da senescéncia na limitacdo da progressao maligna (HE; SHARPLESS,
2017; KOWALD; PASSOS; KIRKWOOD, 2020); no entanto existem também evidéncias
descrevendo que, em certos contextos, as células senescentes estimulam o desenvolvimento de
tumores e a progressdo maligna (WANG, BOSHI; KOHLI; DEMARIA, 2020).

Estudos demonstrarm que células senescentes secretam uma colecdo de fatores pro-
inflamatorios denominados, coletivamente, de fendtipo secretor associado a senescéncia

(SASP). Estes SASP sdo capazes de potencializar varios aspectos da tumorigénese, incluindo
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proliferacdo, metéastase e imunossupressao (WANG, BOSHI; KOHLI; DEMARIA, 2020). Ha
relatos que células cancerosas senescentes em diferentes sistemas experimentais demonstraram
contribuir para a sinalizacdo proliferativa, evitando a apoptose, induzindo angiogénese,
estimulando a invasdo e metastase e suprimindo a imunidade do tumor (FAGET; REN;
STEWART, 2019). Ruhland et al. (2016) demonstraram que fibroblastos senescentes na pele
envelhecida recrutam células imunes inatas, que sdo imunossupressoras de respostas imunes
antitumorais adaptativas ancoradas por linfocitos T CD8 e estimuladoras do crescimento de

tumores cutaneos.
2.1.1.4 Reprogramac&o epigenética ndo mutacional

O avango da identificacdo de mutagdes em todo o genoma de células tumorais humanas
levou ao entendimento de que mutagdes em genes que organizam, modulam e mantém a
arquitetura da cromatina, ou seja, regulam a expressdo génica, sdo cada vez mais detectadas e
funcionalmente associadas a caracteristicas do cancer. Ha ainda a reprogramacdo do genoma
que envolve apenas mudancas epigeneticamente reguladas na expressao génica, que pode ser

denominada “reprogramagao epigenética nao mutacional” (HANAHAN, 2022).

Existem evidéncias de que modificacbes epigenéticas contribuem para a modulacao do
tumor pelo microambiente tumoral, da heterogeneidade tumoral, e regulacdo de células
estromais do microambiente tumoral (BAYLIN; JONES, 2016; DARWICHE, 2020). Por
exemplo: no cancer os genes supressores de tumor tém suas regides promotoras comumente
hipermetiladas (PFEIFER, 2018); proto-oncogenes sao comumente hipometilados em varios
tipos de cancer (LU et al., 2020); metilacdo desregulada de Bcl-2 e bax foi observada no
glioblastoma multiforme resultando em ruptura da apoptose (HERVOUET; VALLETTE;
CARTRON, 2010); padréo de metilacdo do DNA do genoma das células neoplasicas diferente
daquele das células normais; genomas de cancer sdo tipicamente hipermetilados em ilhas CpG
em genes especificos e hipometilados em elementos repetitivos de DNA (KALARI; PFEIFER,
2010).

2.1.2 Genotoxicidade e cancer

A integridade do DNA fundamental para a sobrevivéncia e manutengdo da homeostase
celular, mantida pela replicacdo precisa e reparo adequado. O dano ao DNA € definido como
alteragdes quimicas e fisicas na dupla hélice do DNA que séo derivadas de origens endogenas
ou exogenas, prejudicando a fungéo e a integridade do material genético (HELENA et al., 2018;
KATERJI; DUERKSEN-HUGHES, 2021). Danos endégenos ao DNA, originados de
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processos metabolicos internos, incluem danos causados por espécies reativas de oxigénio
(EROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS), que podem causar a oxidagdo de bases
nitrogenadas e quebra no DNA; incorporacdo errbnea de bases durante a replicacdo, a
interconversao de bases por desaminacéo e a perda de bases por depurinacdo (HELENA et al.,
2018). Danos exdgenos ao DNA, originados de processos ambientais externos, podem ser de
natureza fisica (radiacdo ionizante e ultravioleta solar), poluentes ambientais presentes no ar,
agua e alimentos, ou bioldgica, tais como como virus, bactérias e outros parasitas
(CHATTERJEE; WALKER, 2017).

Genotoxicidade se refere a qualquer mudanca deletéria no material genético,
independentemente do mecanismo pelo qual a mudanga é induzida (SHAH, 2012). Na maioria
dos casos, a genotoxicidade leva a mutagdes em varias células, que podem levar a disfuncdes
celulares, desde cancer até uma ampla variedade de doencas (HELENA et al., 2018). Se o DNA
danificado for reparavel, durante os checkpoints do ciclo celular, ocorre a correcdo dos danos,
sendo mantida a integridade do genoma e a sobrevivéncia da célula. Se a extensdo do dano for
irreparavel, as células contendo DNA danificado sdo direcionadas para apoptose, prevenindo a
proliferacdo de células mutantes. Caso os mecanismos de reparo do DNA ndo ocorram de
forma eficiente ou a morte celular ndo seja desencadeada, as mutagdes sdo fixadas e outras
novas surgem, levando a transformacdo da célula (HELENA et al., 2018; JACKSON;
BARTEK, 2009) (Figura 2).

Figura 2 - Dano ao DNA e mecanismos de reparo. Varios tipos de agentes causam diferentes

tipos de dano no DNA.
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2.1.3 Terapias anticancer

Vérias modalidades terapéuticas podem ser aplicadas para o tratamento de neoplasias,
como cirurgia para remocdo do tumor, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, vacinas
contra o cancer, terapia hormonal, terapia fotodindmica e transformacdo de celulas-tronco
(IQBAL et al., 2017). Cada modalidade de tratamento apresenta vantagens e desvantagens,
sendo as vezes necessaria a combinacao de tratamentos para produzir resultados mais efetivos
(D’ERRICO; MACHADO; SAINZ, 2017).

A técnica cirdrgica pode levar a remocdo de tumores com eficacia se ndo houver
metastase (ALMEIDA et al., 2005). A radioterapia (geralmente raios gama, radioisétopos como
cobalto-60 e raios-X) é comumente usada em conjunto com a cirurgia. Nesses casos radiacdes
de alta energia interrompem a diviséo celular e bloqueiam sua capacidade de proliferar, devido
ao dano no material genético. Se feito antes da cirurgia, a radioterapia é administrada para
diminuir o tumor; se for administrada apos a cirurgia, as radiac6es destruirdo as celulas tumorais
remanescentes e reduzirdo a recidiva do cancer (ABBAS; REHMAN, 2018). A radiacdo
ionizante € utilizada para agir sobre as células de rapido crescimento, e uma vez que as células
tumorais tém um déficit em genes reparadores do DNA, elas ficam mais vulneraveis a radiacéo
mais intensa (D’ERRICO; MACHADO; SAINZ, 2017).

A quimioterapia como tratamento para o cancer teve inicio na decada de 1940 (BASAK
et al., 2021). O principio central da quimioterapia baseia-se na utilizacdo de substancias cujo
alvo principal sdo células com altos indices de replicacdo. Dentro das células, esses compostos
induzem danos ao DNA, impedindo ou modificando processos relacionados a replicacao e
sintese de proteinas. Uma grande desvantagem dos quimioterapicos comumente usados é sua
alta toxicidade inespecifica, principalmente em tecidos saudaveis de rapida proliferacéo,
desencadeando uma ampla variedade de efeitos adversos tanto precoces quanto tardios
(KHAZIR et al., 2014; REUVERS; KANAAR; NONNEKENS, 2020). Essas desvantagens
limitam o uso de drogas antitumorais, uma vez que diminuem a qualidade de vida dos pacientes.
Apesar disso, a quimioterapia ainda € um dos tratamentos mais utilizados para todos os tipos
de cancer e em todas as fases da progressao do tumor (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017).

Os quimioterapicos quanto ao mecanismo de acdo podem se divididos em:
antimetabolicos, alquilantes, inibidores da telomerase, inibidores do fuso mitotico, e outras
substancias com propriedades mistas ou com efeitos ainda ndo bem elucidados (CHOUDHARI
et al., 2020; IQBAL et al., 2017).
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2.1.3.1 Antimetabolicos

Quimioterapicos antimetamdlitos sdo agentes antineoplasicos ciclo especificos que
interferem nas vias biossintéticas essenciais, perturbando a sintese de DNA/RNA ou causando
a formacdo de quebras de fita de DNA por inibicdo de enzimas especificas (diidrofolato
redutase, ribonucleotideo redutase e DNA polimerase) ou incorporacdo de falsos andlogos
estruturais de pirimidina/purina a0 DNA. Como exemplos, cita-se a gencitabina (efeitos
adversos: mielossupressdo, elevacbes das enzimas hepaticas e pneumonite intersticial),
metotrexato (efeitos adversos mielossupressdo, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade),
fluorouracil - 5-FU (efeitos adversos: disfuncdo cardiaca, leucopenia, alopecia, colite e
neutropenia) (NUSSBAUMER et al., 2011; SARDER et al., 2015).

2.1.3.2 Alquilantes

Os alquilantes sdo os quimioterapicos mais comumente usados no tratamento contra o
cancer. Atuam adiconando um grupo alquila & molécula de DNA, induzindo quebra de suas
fitas e impedindo sua replicagdo. Como por exemplos, cita-se: carboplatina (efeitos adversos:
trombocitopenia, granulocitopenia, anemia, neuropatia periférica e dor vascular leve),
cisplatina (efeitos adversos: mielossupressdo, nefrotoxicidade, ototoxicidade, nauseas e
vomitos), ciclofosfamida (efeitos adversos: mielossupressdo, neutropenia, anemia e
trombocitopenia, infertilidade) (BASAK et al., 2021; QUE et al., 2016).

2.1.3.3 Inibidores da topoisomerase

Atuam inibindo as atividades das topoisomerases, enzimas envolvidas na replica¢éo do
DNA. Uma vez inibidas, ocorre a quebra das fitas do DNA, o que por sua vez, leva a parada da
divisdo celular. Temos como exemplo: irinotecano (efeitos adversos: neutropenia, neuropatia
sensorial e diarreia) e doxorrubicina (efeitos adversos: cardiotoxicidade, neuropatia,
hepatotoxicidade, alopecia, mielossupressao, neutropenia, anemia), etoposideo (efeitos
adversos: neuropatia, leucopenia, trombocitopenia, alopecia e anemia) (MOUKHARSKAYA,;
VERSCHRAEGEN, 2012; SEITER, 2005) e

2.1.3.4 Inibidores do fuso mitotico

Quimioterapicos inibidores do fuso mit6tico que atuam interferindo no sistema de
microtubulos, afetando a mitose celular e perturbando a forma e a motilidade da célula. Neste
grupo, estdo os taxanos (docetaxel e paclitaxel), cujos efeitos adversos sdo neuropatia

mielossupressdo, deficiéncia hepética, e hipersensibilidade, entre outros (FLORIAN;
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MITCHISON, 2016; HO; MACKEY, 2014); alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina)
apresentando como efeitos adveros a mielossupressdo, neurotoxicidade, hipertensao, alopecia
e toxicidade pulmonar) (MARTINO et al., 2018).

Ha& ainda outros agentes quimioterapicos que sdo caracterizados por mecanismos de
acdo ndo homogéneos, incluindo-se nessa classe algumas enzimas (I-asparaginase), inibidores
de proteassoma (bortezomibe), inibidores de tirosina quinase (imatinibe e erlotinibe) e

antibioticos (bleomicina, actinomicina D e antraciclinas) (CERSOSIMO, 2006).

2.2 METODOS DE INVESTIGACAO UTILIZADOS EM BUSCA DE NOVAS DROGAS
ANTITUMORAIS

Os ensaios in vitro fornecem uma abordagem inicial na triagem de candidatos a
medicamentos contra o cancer. Uma ampla gama de ensaios in vitro foi desenvolvida para
avaliar as caracteristicas da célula neoplésica, tais como viabilidade e proliferacdo celular,
apoptose, senescéncia celular, invasdo e migracéo, estresse oxidativo e efeitos antioxidantes,
expressdo de genes e proteinas, angiogénese e alteragdes gendmicas. A selecdo de um ensaio
ou técnica em particular depende dos objetivos da pesquisa (EDIRIWEERA; TENNEKOON;
SAMARAKOON, 2019). Aqui abordaremos apenas 0s ensaios utilizados nesta tese.

2.2.1 Ensaio de viabilidade celular

Viabilidade celular € definida como o nimero de celulas viavéis em uma amostra, sem
distincdo entre células que estdo em divisdo ativa ou quiescentes. Os ensaios de viabilidade
visam medir parAmetros de manutencdo e sobrevivéncia celular (MERY et al., 2017), e
permitem definir limites de concentracdes da droga a serem usados nos ensaios de avaliacao do

potencial antitumoral e seus possiveis mecanismos de acéo.

O ensaio sulforrodamina B (SRB) € um método colorimétrico utilizado para medir a
citotoxicidade induzida por drogas em culturas de células, desenvolvido para uso no programa
de descoberta de drogas anticancer, do Instituto Nacional do Cancer (NCI). SRB é um corante
aminoxanteno rosa brilhante que sob condic¢des levemente acidas se liga eletrostaticamente e
pH dependente a residuos de amino&cidos basicos de proteinas em células fixadas pelo acido
tricloroacético (TCA). Apds a ligacdo com a SRB, o corante ligado € solubilizado em condicdes
basicas e a absorbancia da SRB é mensurada através de um espectrofotbmetro. Uma vez que a
ligacdo da SRB € estequiométrica, a quantidade de corante extraido de células pigmentadas é

diretamente proporcional a massa total de proteina e, portanto, relaciona-se a intensidade de
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marcacao a quantidade de células viaveis presentes (SHOEMAKER, 2006; SKEHAN et al.,
1990).

O ensaio SRB por ser independente do metabolismo celular, ndo mostra interferéncia
nos compostos avaliados, diferentemente do ensaio MTT (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetraz6lio), cujo principio é a reducdo metabdlica do sal tetrazélio de cor amarela
em cristais de formazan de coloragdo arroxeada. (SHOEMAKER, 2006; VICHAI,
KIRTIKARA, 2006).

2.2.2 Ensaio de genotoxicidade

A identificacdo de possiveis efeitos genotdxicos durante o processo de triagem de
agentes anticancer é importante para a avaliacdo risco/beneficio quando de seu uso potencial
em humanos (DOPPALAPUDI et al., 2012). Segundo Mishima (2017), a terapia anticancer
atual pode ser uma das fontes exdgenas mais importantes de exposicdo a agentes genotoxicos

nos EUA, Japéo e Europa.

O ensaio cometa é uma metodologia sensivel que avalia e quantifica danos no DNA de
células individuais, a partir da eletroforese do DNA em gel (SINGH et al., 1988). A técnica
consiste na incorporacdo de amostras de células a um gel de agarose, seguido de tratamento
com solucdo de lise a fim de remover membranas celulares e proteinas, mantendo apenas o
nucleoide (cromatina nuclear sem o envoltério nuclear). O material genético é submetido a uma
corrente elétrica e, uma vez que 0 DNA tem carga negativa, seus fragmentos se deslocam em
direcdo ao anodo, formando uma cauda que varia de tamanho conforme a extensdo do dano
(fragmentacdo do DNA) ocorrido. Por outro lado, o0 material genético intacto/ndo fragmentado
permanece estatico (cabeca de cometa). Neste método, células com maior quantidade de danos
no DNA apresentam migragdo mais rapida durante a eletroforese. Assim, a extensdo do dano é
avaliada pelo deslocamento do DNA (cauda do cometa) em relacdo ao nucledide (FAIRBAIRN;
OLIVE; O’NEILL, 1995; KARLSSON, 2010)

2.2.3 Teste de clonogenicidade

Células tumorais apresentam habilidade de proliferacdo ilimitada e podem invadir os
limites dos tecidos circundantes. Essa capacidade das células neoplasicas de migrar para fora
de seu nicho original (metastase), uma das principais causas da agressividade do cancer, esta
relacionada a maioria das mortes dos pacientes (SOMCHAI et al., 2020). Considerando que

metéstase € basicamente uma populacéo de células clonais resultantes da proliferacdo de uma
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Unica célula cancerosa disseminada (NICCO et al., 2022), na triagem de candidatos a drogas

antineoplasicas, essas capacidades (proliferacdo e migracdo) devem ser avaliadas.

O ensaio clonogénico ou de formacdo de colbnias determina a capacidade de
sobrevivéncia de células individuais se reproduzirem, formando col6nias (com pelo menos 50
células), ap6s tratamento com determinado composto ((FRANKEN et al., 2006), com periodo
de incubacgéo de 1 a 3 semanas, dependendo da linhagem celular, o que equivale a pelo menos
seis divisdes celulares para formar clones suficientemente grandes para serem visiveis a olho
nu. As coldnias devem ser fixadas, coradas e contadas. Sendo uma metodologia que simula o
crescimento e a recorréncia de tumores apds o tratamento com quimioterapia, o ensaio fornece
uma plataforma de descoberta de drogas para compostos que blogueiam esses processos
(GOMES et al., 2022). E considerado o padrao ouro para determinar a faléncia reprodutiva em
células previamente submetidas a tratamento, além de verificar a duracdo dos efeitos do
tratamento (BRASELMANN et al., 2015; MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005).

2.2.4 Teste de migracao celular

A migracéo celular é um processo vital no qual as células precisam se ajustar e alcancar
sua localizacdo correta em um determinado ambiente para desempenhar seu papel biologico. A
desregulacao desta atividade pode levar a processos patoldgicos, como inflamacéo e metastase
do céancer (BAHAR; YOON, 2021).

O ensaio wound healing é um dos testes mais utilizados na avaliacdo do impacto de uma
substancia na mobilidade celular, principalmente devido a sua simplicidade na configuracéo
experimental e na analise dos dados no pds-processamento (SOMCHAI et al., 2020). Este teste
se baseia na observacdo de que, apds a criacao de um espaco artificial em uma cultura celular
em monocamada confluente, as células na borda desse espaco migrardo em direcéo a abertura
para fechar a fenda até que novos contatos célula-célula sejam estabelecidos. A andlise é feita
a partir da captura de imagens no inicio do teste (tempo zero) e em intervalos regulares para
observar o fechamento do espaco criado para determinar a taxa de migracéo celular (WU, JIA-
SHUN et al., 2021).

2.2.5 Microscopia de forca atbmica como ferramenta de analise bioldgica

Desde sua invencdo em 1986, a MFA é um dos métodos mais importantes para o estudo
de imagem das superficies de objetos em resolucGes nanométricas (CHANG et al., 2012;

NIKITAEV et al., 2021). Os métodos de triagem de novas drogas in vitro acima relatados sao
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amplamente utilizados, no entanto estes ndo sdo sensiveis o suficiente para fornecer
informacg6es em nivel de nanoescala sobre as estruturas micro-morfolégicas que participam das
interacOes entre as células tumorais e 0s potenciais medicamentos anticancer, assim como ndo
possibilitam discriminar possiveis micro-mudancas na superficie da membrana celular em
resposta aos tratamentos (DUFRENE et al., 2017; WANG, JINYI et al., 2009).

Sabe-se que as células, sob estimulos externos ou quaisquer modificacdes bioldgicas,
apresentam alteracdes de propriedades fisico-quimicas que afetam diretamente 0s processos
fisiolégicos (NIKITAEV et al., 2021). Por exemplo, durante a invasao e metastase de células
tumorais, a adesdo entre as células é reduzida, e a forma e a dureza das células mudam de acordo
com o ambiente circundante, a fim de atender as atividades fisioldgicas das proprias células
neoplasicas (MALANDRINO; KAMM; MOEENDARBARY, 2018; MIERKE, 2020).

Atualmente, a maioria dos estudos relacionados a drogas anticancer e seus efeitos
inibitorios nas células cancerosas sdo baseados nas suas propriedades bioquimicas. No
entanto, as propriedades fisiologicas das células tumorais fazem com que suas propriedades
mecanicas sejam diferentes daquelas das células normais. Assim considera-se preponderante
estimar o efeito de drogas anticAncer com potenciais de alterar as propriedades
morfolégicas e mecanicas das células (HUNG; TSAIl, 2015; LAL;
RAMACHANDRAN; ARNSDORF, 2010).

Pi et al. (2016) verificaram que o flavonoide quercetina induziu apoptose em
células HepG2 através da interrupcdo do ciclo celular e interrup¢cdo do potencial de
membrana das mitocéndrias. Por meio de observac¢des de alta resolucdo, constataram
que o tratamento com quercetina aumentou o tamanho das particulas e a rugosidade da
superficie celular de HepG2, além ocasionar maior rigidez da membrana. Também
usando quercetina, mas em células de cancer de bexiga T24, Adami et al., (2021)
relataram reducdo da viabilidade e proliferacdo como resultado de apoptose.
AlteracGes observadas por MFA, como aumento da rugosidade, agregacao de proteinas
de membrana e aumento da rigidez ap6s o tratamento com quercetina foram
compativeis com apoptose. Exposi¢cdo de células de céncer de esdfago (KYSE-150)
com oridonina, fitoterapico tradicionalmente usado na China, inibiu a proliferacdo e
provocou apoptose induzida pela superproducdo de ROS (Pl et al., 2015). Com base em
imagens de alta resolucdo por MFA, os autores constataram que o tratamento com
oridonina induziu alteracoes morfolgicas e ultraestruturais, como aumento da altura e

da rugosidade da membrana celular, além de alteracdes da rigidez celular.
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A microscopia de for¢ca atbmica (MFA) baseia-se na varredura da superficie de uma
amostra por meio de uma ponta piramidal integrada em um cantilever flexivel. A forca entre a
ponta e a superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa deflexéao
é proporcional a forca de interagdo. Na parte superior da haste ha um espelho que reflete a luz
de um feixe de laser, o qual passa por uma lente e incide sobre um fotodetector (fotodiodo) de
quatro quadrantes, que mede as variagdes de posicao e de intensidade da luz produzidas pelas
deflexdes do cantiléver. A medida que a ponteira varre a amostra, os diferentes tipos de
caracteristicas morfoldgicas encontrados sobre a superficie fazem com que a interacdo mude.
As variacdes das interacdes sdo os fatores que provocam diferentes deflexdes, que captadas no
detector, armazenadas e processadas por um computador, sdo entdo transformadas em imagens

topogréficas da superficie bi e tridimensionais (DENG et al., 2018) (Figura 1).

Figura 3 - Diagrama esquematico dos principios de funcionamento do microsopio de forca

atdbmica.
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Adaptado de Deng et al., 2018
2.3 FLAVONOIDES COMO AGENTES ANTITUMORAIS

Estudos sobre produtos naturais para prevencao do cancer levaram a descoberta de mais
de 3000 medicamentos com propriedades antitumorais. Estima-se que entre 1981 e 2019,
aproximadamente 25% de todos os medicamentos anticAncer recém-aprovados estavam
relacionados a produtos naturais. Medicamentos como paclitaxel, vimblastina ou vincristina,

irinotecano, camptotecina, sdo exemplos importantes de medicamentos obtidos de produtos
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naturais derivados de plantas e que sdo utilizados clinicamente no tratamento de diferentes tipos
de tumor (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios amplamente distribuidos na
natureza, presentes em quase todas as plantas terrestres (XIANG et al., 2020) e em ambientes
marinhos (FERDOUS; BALIA YUSOF, 2021; MARTINS et al., 2019). Até agora, cerca de
8.000 flavonoides diferentes foram descritos, sendo produzidos essencialmente para proteger
as plantas de danos externos, incluindo fatores bidticos e abidticos (MUTHA; TATIYA,;
SURANA, 2021).

Estruturalmente, os flavonoides englobam um grupo de compostos fenodlicos
complexos. Possuem baixo peso molecular, com uma estrutura central com quinze carbonos
consistindo em dois anéis aromaticos com seis atomos de carbono (A e B) e um heterociclico
oxigenado que contém trés atomos de carbono (C), como mostrado na Figura 4. Podem ocorrer

na forma livre (agliconas) ou conjugada a acUcares (glicosideos) (FORNI et al., 2021).

Figura 4 - Estrutura basica de um flavonoide

0
C

Adaptado de FORNI et al. (2021).

VariagOes na substituicdo do anel C padrdo resultam em importantes classes de
flavonoides, tais como: flavonais, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonas
e antocianidinas; e substituicdes dos anéis A e B originam diferentes compostos dentro de cada
classe de flavonoides. Essa diversidade de padrdes estruturais faz com que os flavonoides sejam
reconhecidos como uma fonte rica de compostos com potenciais propriedades bioldgicas
(KUMAR; PANDEY, 2013; RAVISHANKAR et al., 2018). Diversas pesquisas tém revelado

que estes compostos exibem uma grande acao sobre 0s sistemas bioldgicos, sendo responsaveis
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por uma variedade de atividades farmacoldgicas como, antioxidante, anti-inflamatério,
antiviral, cardioprotetora e antitumoral (FORNI et al., 2021; SANDU; BIRSA; BAHRIN,
2017).

Os flavonoides exercem uma ampla variedade de efeitos antitumorais: eles modulam as
atividades das enzimas de eliminacdo de ROS, participam da interrupcdo do ciclo celular,
induzem apoptose, autofagia, suprimem a proliferacdo e invasdo de células cancerosas, atuam
na modulagdo de inflamagéo e imunidade (KOPUSTINSKIENE et al., 2020; ULLAH et al.,
2020).

2.3.1 Flavonoides e antiproliferacéo celular

Pesquisas demonstram que flavondides exibem efeitos antiproliferativos por meio de
multiplos mecanismos moleculares que envolvem a modulagdo da apoptose associada & parada
do ciclo celular, como descrito por ZHANG et al. (2018). Esses autores observaram que
flavonoides derivados de Tephroseris kirilowii inibiram a proliferacdo celular em uma
variedade de linhagens tumorais humanas, por meio da parada do ciclo celular na fase G2/M,
inducdo de apoptose e autofagia. Resultados equivalentes foram relatados por Tavsan e Kayali
(2019) testando o efeito de apigenina, luteolina e miricetina em células de cancer de ovario.
Clemente-Soto et al. (2019) trabalhando com quercetina, mostraram inducdo de apoptose
através do mecanismo de ativacdo de p53 em células de cancer cervical e gastrico. Sun et al.
(2018) descreveram que a fisetina pode inibir a proliferagdo, migracéo e inibic¢do de linhagens
celulares de carcinoma mamario humano, interferindo na via de sinaliza¢do PI3K/Akt/mTOR.
Alguns flavonoides, também mostraram efeito antitumoral induzindo autofagia em células
tumorais, tais como a pelargonidina, cuja acdo em células de osteosarcoma, desencadeou, além
da autofagia, a parada do ciclo celular G2/M (CHEN, YONGGANG et al., 2018), assim como
a apigenina em células do cancer papilar da tireoide (ZHANG, LI et al., 2015).

2.3.2 Flavondides e Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € um fendmeno causado por um desequilibrio entre a producéo e o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade de um sistema bioldgico de
desintoxicar esses produtos reativos (PIZZINO et al., 2017). As EROS sdo usadas para nomear
radicais de oxigénio (como radicais hidroxila e radicais superéxido) e varios outros produtos
ndo radicais de oxigénio, como perdxido de hidrogénio, que causam danos oxidativos. As EROs
exibem efeitos benéficos regulando a sinalizacéo intracelular e a homeostase; no entanto, em

niveis elevados, podem ocasionar danos em proteinas, lipidios e DNA, que podem levar ao
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aparecimento e/ou progressao de varias doencas (FORNI et al., 2021; KONTOMANOLIS et
al., 2020).

A atividade antioxidante dos flavondides pode ser direta por meio do sequestro de
radicais livres ou quelando ions metalicos (CHERRAK et al., 2016), enquanto os efeitos
indiretos estdo relacionados a ativacdo de enzimas antioxidantes, supressdo de enzimas pro-
oxidantes e estimulagdo da producgdo de enzimas antioxidantes e enzimas de desintoxicagao.
Como agentes pro-oxidantes, os flavonoides agem por inibicdo de vias de sinalizagdo de
proliferacdo, supressao de citocinas pré-inflamatorias, apoptose e ativacao de autofagia. Ambas
as atividades antioxidantes e pré-oxidantes estdo envolvidas nos efeitos anticancerigenos dos
flavondides (KOPUSTINSKIENE et al., 2020; Xl et al., 2022).

Flavonoides apigenina e a luteolina induziram a apoptose e a parada do ciclo celular em
linhas de células de cancer de mama por meio da via Akt/FOXO3a como resultado da remocao
de EROS (LIN et al., 2015). Wu et al. (2019) descreveram que os flavondides de Ziziphora
clinopodioides protegeram células endotelias de veias do corddo umbilical (HUVEC) contra a
lesdo induzida por H202 como resultado do aumento da capacidade antioxidante e apoptose.
Catequinas e procianidinas do cacau induziram danos no DNA e apoptose em células epiteliais
de céncer de ovario devido as suas propriedades pro-oxidantes (TAPARIA; KHANNA, 2016).
Estudos mostraram que a quercetina reduziu a proliferacdo de células HepG2 de carcinoma
hepatocelular mediado pela redugéo de EROs intracelulares (JEON et al., 2019), por outro lado
aumentou a producdo de EROS e o numero de células apoptdticas no cancer gastrico humano
AGS (SHANG et al., 2018) e em células do cancer de mama humano (WU, QIU et al., 2019).

2.3.3 Flavonoides e Apoptose

Umas das caracteristicas das células tumorais é a capacidade de evitar a cascata
apoptotica, escapando da morte celular programada (apoptose). Flavondides sdo capazes de
induzir apoptose por varios mecanismos, como: neutralizacdo de EROS, regulacdo negativa de
moléculas antiapoptoticas (Bcl-2 e Bcl-xL, survina, etc) e aumento da expressao de moléculas
pré-apoptéticas (caspases Bad, Bax, etc) (ABOTALEB et al., 2018; KOPUSTINSKIENE et
al., 2020). Genisteina induziu a morte apoptética em células de adenocarcinoma de célon
através da ativacdo da via da caspase-3 nos niveis transcricional, proteico e enzimatico
(SHAFIEE et al., 2016) e pela via de sinalizagdo apoptdtica intrinseca inibindo a fosforilacdo
de Akt em células de cancer colo retal (QIN et al., 2016). O isoflavondide daidzeina promoveu
a liberacdo do citocromo ¢ das mitocondrias, levando a ativagdo das caspases 7 e 9 e também

alterou a relacdo Bax/Bcl-2 em células de cancer de mama (JIN et al., 2010).
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2.3.4 Flavonodides como anti-inflamatérios

A inflamacéo cronica leva ao desenvolvimento do tumor, modulando a transformacao
celular, sobrevivéncia, proliferacdo, invasdo, metastase e vias de angiogénese
(KOPUSTINSKIENE et al., 2020). Flavonoides demonstraram acéo anti-inflamatéria via
regulacdo de células imunes, modificando a expressdo de varios genes pré-inflamatorios
relacionados a citocinas, lipoxigenase, oxido nitrico sintases ciclooxigenase, além de suas
caracteristicas antioxidantes como a eliminacdo de EROS (KOPUSTINSKIENE et al., 2020;
YAHFOUFI et al., 2018). Em linhagens celulares de cancer de mama MCF7, genisteina
exerceu influéncia na expressdo de genes relacionados a inflamagdo (PONS et al., 2019). A
naringenina inibiu a migragdo de células de cancer de mama através da modulacédo das vias de
sinalizacdo inflamatdria e apoptética (ZHAO et al., 2019), além de suprimir a migracdo e
invasdo de células de glioblastoma devido a inibicdo das atividades de ERK e p38 (CHEN,
YEN-YU et al., 2019).

2.3.5 Flavonoides e angiogénese

A angiogénese é o processo de crescimento de novos capilares, sendo para a maioria
dos tumores malignos, o processo inicial de metéastase tumoral. Flavondides inibem a
angiogénese e a metastase atraves da regulacdo de maultiplas vias de sinalizacdo. Eles regulam
a expressdao de VEGF, metaloproteinases de matriz (MMPs), EGFR e inibem as vias de
sinalizacdo NFB, PI3-K/Akt e ERK1/2 (SUBBARAJ; KUMAR; KULANTHAIVEL, 2021).
Kim (2017) relatou que a miricetina reduziu significativamente a angiogénese em linhagens
celulares HUVEC ao inibir as vias de sinal, como Akt/PI3K/mTOR. Luo et al. (2009)
verificaram que kaempferol inibiu a a angiogénese e a expressao de VEGF em células de cancer
de ovario humano através de vias dependentes de HIF (Akt/HIF) e independentes de HIF
(ESRRA). Chen et al. (2019) verificaram que Epigalocatequina 3 galato (EGCG) também
reduziu a angiogénese inibindo as vias de sinalizacdo VEGF, endoglina/smadl em células
HUVEC.

2.3.6 Flavonodides e membrana celular

A membrana plasmatica é um importante regulador da funcéo celular, desempenhando
papeéis importantes nos processos fisioldgicos das células, como transducéo de sinal, transporte
celular, conversdo de energia, reconhecimento de superficie celular, sobrevivéncia celular e
diferenciacdo, sendo sua integridade vital na sobrevivéncia celular (AMMENDOLIA;
BEMENT; BRUMELL, 2021; LUCIO; LIMA; REIS, 2010).
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A entrada de qualquer molécula na célula ocorre a partir da membrana plasmatica, assim
as interacGes de membrana de uma molécula terdo uma grande influéncia em seus mecanismos
de acdo. Deste modo, as atividades bioldgicas de uma molécula decorrem do seu modo de
interacdo com os componentes da membrana, bem como sua localizacdo e tempo de residéncia
na membrana celular (SELVARAJ et al., 2015). Fatores presentes tanto no ambiente extra
quanto intracelular podem induzir rupturas quimicas ou fisicas na membrana plasmatica, as
quais podem ocasionar morte celular ou alterar amplamente a paisagem intracelular por meio
de vazamento citosolico e exposicdo ao ambiente externo (AMMENDOLIA; BEMENT;
BRUMELL, 2021).

A atividade bioldgica dos flavonoides esta relacionada com a sua estrutura molecular e
depende do nimero e local de fixacdo dos grupos funcionais (por exemplo, grupos hidroxilo)
na molécula, como da possibilidade de interagir com uma membrana bioldgica, tendo seus
efeitos explicados por sua ligacdo ou interferéncia com enzimas, receptores, transportadores e
sistemas de transducéo de sinal (SELVARAJ et al., 2015; TSUCHIYA, 2010; WLOCH et al.,
2021).

Os flavonoides sdo capazes de interagir com membranas celulares e penetrar mais ou
menos profundamente em seus sitios hidrofébicos ou interfasicos, dependendo da
hidrofilicidade e/ou hidrofobicidade. Assim, aqueles hospedados na membrana podem
influenciar em suas propriedades biofisicas (microviscosidade, potencial transmembranar) e
nanomecanicas (elasticidade, fluidez e permeabilidade) alterando o arranjo dos constituintes da
membrana responsaveis pela transducdo do sinal celular, a regulacdo do metabolismo e da
atividade bioldgica (MANDIC et al., 2019a; POKLAR ULRIH et al., 2010; TARAHOVSKY
et al., 2014).

Varios trabalhos sugerem uma relacdo entre as interacdes da membrana e as atividades
bioldgicas dos flavonoides, tais como Saha et al. (2020), que sugerem que posicionamento de
compostos (morin, fisetina e apigenina) na membrana lipidica pode afetar suas propriedades
antioxidantes. Pawlikowska-Pawlega et al., (2018) constataram que o lensosideo AP pode
exercer seu efeito benéfico sobre as células atraves de sua intercalagdo e interacbes com
membranas, Ajdzanovi¢ et al. (2013) propdem que a genisteina teria efeito antimetastico em
células de cancer de prostata devido a diminuicao da fluidez da membrana; Sanver et al (2016)
relata que a interacé@o entre quercetina e a superficie da membrana celular durante processos

bioguimicos pode influenciar suas propriedades como agentes antivirais e anticancerigenos.
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2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DA ESPECIE Arrabidaea brachypoda

Diversas atividades bioldgicas séo atribuidas a espécies do género Arrabidaea. Entre
elas, podemos citar: bactericida de A. chica (MAFIOLETI et al., 2013); anti-tripanosoma de A.
triplinervia (LEITE et al., 2006) e A. chica (CORTEZ DE SA et al., 2015; RODRIGUES et
al., 2014); antifangica de A. Chica (BARBOSA et al., 2008) e A. brachypoda (ALCERITO et
al., 2002); vermicida de A. pulchra (ALVARENGA et al., 2012); antiviral de A. samydoides
(BRANDADO et al., 2010); antioxidante de A. patellifera (MARTIN et al., 2008) e A. chica
(SIRAICHI et al., 2013); anti-inflamatoria de A. chica (MICHEL et al., 2015); além de
atividade antitumoral de A. chica (MICHEL et al., 2015; TAFFARELLO et al., 2013).

A. brachypoda (sinonimia Fridericia platyphylla) (Figura 6) é uma espécie nativa do
Cerrado brasileiro, conhecida no Brasil como “cervejinha do campo”, “cipdé-una” ou
“tintureiro”. E um arbusto, com 1 a 2 metros de altura, abundantemente ramificado, com ramos
cilindricos, estriados, glabros, com lenticulas, com folhas simples e flores réseo-roxas em
inflorescéncias terminais (ALCERITO et al., 2002).

Figura 5 - Arrabidaea brachypoda

Fonte: da ROCHA et al. 2017.

A. brachypoda vem sendo utilizada ha muito tempo pela medicina popular para o
tratamento de calculos renais e dores em geral (da ROCHA et al., 2011). Alcerito et al. (2002)
relataram quatro compostos flavonoides extraidos de folhas de A. brachypoda com atividade
antifungica contra Cladosporium sphaerospermum. Em outro estudo, da Rocha et al. (2011)

relataram atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva do extrato etanélico isolado da raiz de
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A. brachypoda, confirmando o potencial farmacolégico dessa espécie, sustentando assim seu
uso popular no tratamento de dores e inflamacGes. Além disso, determinaram que flavonoides
e triterpenos sao os principais constituintes no extrato testado. Avaliando as propriedades anti-
inflamatorias do triterpeno olenano dessa mesma espécie, da Rocha et al. (2015). ratificaram o
seu efeito anti-inflamatério. Além disso, Branddo et al. (2010) relataram atividade antiviral do
extrato de caule e de frutas de A. brachypoda. Quanto ao potencial antileishmanial de A.
brachypoda, Pereira et al. (2012) revelaram que as fracdes hexanica e acetato-etilica das folhas
da planta séo ativas contra Leishmania amazonensis. Na acdo antifingica, Menezes Filho et al.
(2021) descreveram o efeito do extrato hidroetandlico floral de A. brachypoda em cepas de
Candida.

2.5 BRAQUIDINAS

Da Rocha et al. (2014) a partir FDCM do extrato de raizes de A. brachypoda,
identificaram e caracterizaram trés novos compostos, classificados como flavonoides dimericos
incomuns, denominados braquidinas A, B e C. Esses flavondides sdo compostos por quatro
anéis independentes (A, B, C e D) e dois anéis benzopiranos fundidos, com diferentes grupos
substituintes no anel C (Figura 6). Os referidos autores relataram atividade tripanocida destes
compostos, tanto in vitro quanto em modelos in vivo, com efeitos menos toxicos que

benznidazol, droga utilizada no tratamento da doenca de Chagas.

Figura 6 - Estrutura quimica dos compostos isolados de A. brachypoda.

Legenda: Braquidina A (1), braquidina B (2) e braquidina C (3).

Acdo antiulcerogénica de extrato hidroetanolico de raiz dessa mesma planta foi relatada
por da Rocha et al. (2017), com atividade equivalente ao lansoprazol, medicamento de primeira
escolha na terapia contra Ulcera gastrica. Em investigacdo fitoquimica mais profunda deste

extrato, os autores isolaram, além das braquidinas agliconas citadas acima, sete flavonoides
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diméricos glicosilados e outros dois compostos descrito pela primeira vez na familia

Bignoniaceae, sem dados prévios na literatura sobre suas propriedades farmacoldgicas.

Braquidinas isoladas da FDCM apresentaram acdo leishmanicida in vitro, porém tal
atividade ndo foi encontrada in vivo (ROCHA et al., 2018). Sousa Andrade et al. (2020),
avaliaram a atividade de extratos etanolico e fracdo diclorometano, além das moléculas isoladas
braquidinas A e B, obtidos das flores de A. brachypoda contra as espécies Staphylococcus
aureus, Escherchia coli e Candida albicans e constaram que apenas a braquidina B apresentou
atividade antifungica contra C. albicans. Salgado et al. (2020) verificaram, in vitro, a atividade
anti-inflamatéria da FDCM e seus isolados braquidinas A e B, da raiz de A brachypoda,

ratificando assim o uso tradicional dessas raizes no tratamento da osteoartrite.

Em continuidade aos estudos do potencial bioldgico dos extratos contendo braquidinas,
assim como seus compostos isolados, foram desenvolvidas pesquisas sobre atividade
antitumoral. Serpeloni et al. (2020) avaliaram extratos hidroetanolicos brutos das raizes desta
espécie e demonstraram uma tendéncia a citotoxicidade em células de cancer gastrico (ACP02),
principalmente por necrose. Os autores também observaram redugdo na expressdo de genes
envolvidos na apoptose (BCL-XL e BIRC5) e no controle do ciclo celular (MET). Nunes et al.
(2020) por sua vez avaliaram as braquidinas (A, B e C) isoladas da FDCM em células de cancer
de prostata (PC3), constatando citotoxicidade e reducdo na proliferacdo celular. Os autores
verificaram que as braquidinas diminuiram a progresséo do ciclo celular por meio da inducéo
da expressdo de p21, assim como ocasionaram reducdo da expressdo de AKT. Braquidina A
também foi avaliada por de Oliveira et al. (2022) desta vez em linhagem de cancer de prostata
(DU145). Como resultado observaram inducao de necrose e apoptose, reducédo da proliferacao
celular, porém em concentragao acima do ICso e reducdo na capacidade migratéria tanto nas

celulas tumorais quanto nas ndo tumorais.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Figura 7 - Delineamento dos experimentos in vitro para avaliagdo da atividade antitumoral da
FDCM.

Avaliacao da atividade citotéxica da FDCM
Ensaio SRB
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Fonte: a autora
3.2 OBTENCAO DA FRACAO DICLOROMETANICA DE A. Brachypoda
3.2.1 Obtencdo do material vegetal

As raizes de A. brachypoda foram coletadas em abril de 2017 na Fazenda Sant'Ana da
Serra em Jodo Pinheiro, Minas Gerais, Brasil. A planta foi identificada no Herbario José Badine
da Universidade Federal de Ouro Preto pela boténica Drd. Maria Cristina Teixeira Braga
Messias. Um voucher (n° 17.935) foi depositado no Herbario da Universidade Federal de Ouro
Preto em Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil. A autorizagdo para coleta e estudos cientificos foi
cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) sob 0 nUmero A451DE4.

3.2.2 Obtencao do extrato e da fracéo diclorometanica

Esta etapa do projeto foi feita em parceria com Prof2 Dr2 Claudia Quintino da Rocha, do
Laboratério de Estudos Avancados em Fitomedicamentos (LEAF), Departamento de Quimica
do Centro de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
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As raizes foram secas a 50 °C em estufa por 72 horas e trituradas em moinho de facas.
O po obtido foi extraido com etanol/agua (7:3) por meio de percolacdo exaustiva. Apos a
extracao, o liquido extrator foi evaporado sob pressdo reduzida, em temperatura menor que 50
°C. O extrato foi transferido para vidros e posteriormente liofilizados. Em seguida, o extrato
etandlico foi diluido em H2O e submetido a uma parti¢do liquido-liquido para obtencdo das

fragGes diclorometanica e metanol/agua.

3.2.3 Preparacdo da fracédo e determinacdo de concentracgdes para os ensaios bioldgicos

in vitro.

A FDCM foi dissolvida em 100% de dimetilsulfoxido (DMSO, Merck®) obtendo-se
uma solucdo-méde com concentracdo de 30.000 pg/mL, a partir da qual todas as demais
concentragfes foram obtidas, diluindo-se esta solucdo-mde em meio de cultura. As
concentracbes foram determinadas em ensaios de viabilidade celular pelo método de
sulforrodamina B (SRB), tendo sido testadas concentracfes de 1 a 100ug/mL em periodos de
24 e 48 horas.

3.3 LINHAGENS CELULARES TUMORAIS E NAO TUMORAL

Todas as culturas de células utilizadas neste trabalho sdo de origem humana, aderentes
e com morfologia epitelial. As linhas celulares de cancer de prostata, DU145 (ATCC HTB-81)
e carcinoma de mama, MCF7 (ATCC HTB-22), foram adquiridas da American Type Culture
Collection (ATCC; Manassas, VA, EUA). Células de préstata ndo tumorigénica PNT2
(ECACC 95012613) foram obtidas da European Collection of Cell Cultures (ECACC,;
Salisbury, UK) e a de carcinoma de colo de Gtero - HeLa (BCRJ 0100) obtida do Banco de

Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil).

As células MCF7, DU145 e HeLa foram cultivadas em meio DMEM (Gibco; EUA),
enguanto as células PNT2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich; EUA). Todas
as células foram suplementadas com soro fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco; Brasil) e solucdo
antibiotico-antimicotica a 1% (100X) (Gibco; EUA). As células foram incubadas em estufa a
37°C com atmosfera de 5% de CO,, seguido da observacédo do crescimento celular com ajuda
de microscépio de inversdo a cada 24 horas. Quando as células atingiram 70% de confluéncia,
elas foram replicadas para nova garrafa de cultura celular contendo meio de cultura novo. As

condigdes experimentais para cada teste estdo descriminadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Ensaios in vitro, métodos, linhagens celulares e condi¢des experimentais utilizadas

para avaliar a atividade antitumoral da FDCM.

Teste Método Linhagem Concentragdo/tempo de
celular exposicao

Efeito do SFB na SulforrodaminaB HelLa, MCF7 SFB (1, 5 e 10%); FDCM

citotoxicidade da (SRB) (1,5,10e 20 ug/mL) /48 h

FDCM

Viabilidade SRB PNT2, DU145, SFB (1%); FDCM (1 a 8
HelLa, MCF7 pg/mL); Dox (0,06 to 1

ug/mL) /48 h
Dano ao DNA Cometa PNT2, DU145, SFB (1%); FDCM (ICso, %2

HelLa, MCF7 ICso e 2X 1Cso para cada
linhagem cellular); Dox
(ICso para cada linhagem
celular) /3e 24 h

Capacidade Clonogenicidade PNT2, DU145, SFB (1%); FDCM (ICsp, %2

reprodutiva HelLa, MCF7 ICso e 2X 1Cso para cada
linhagem celular); Dox
(ICso para cada linhagem
celular) /48 h

Mobilidade Migracdo celular PNT2, DU145 SFBS (1%); DCMF (1,25 e
2,5 pg/ mL para ambas as
linhagens celulares); Dox
(0.1 pg/mL) /24 h

AlteracOes Microscopio de PNT2, DU145 SFB (1%); FDCM (1,25 e
ultraestruturais Forca Atdmica 2,5 pg/mL para ambas as
linhagens celulares) /48 h

Legenda - FDCM: fragdo de diclorometanica Dox: doxorrubicina; SFB: soro fetal bovino; a ICso: metade
da concentragdo inibitdria maxima concentragao inibitoria semi-maxima; HeLa (BCRJ 0100): linhagem
celular de cancer do colo do Gtero; MCF7 (ATCC HTB-22): linhagem celular de cancer de mama;
DU145 (ATCC HTB-81): linhagem celular de cancer de préstata; PNT2 (ECACC 95012613): linhagem
celular de préstata ndo tumoral

3.4 PADRONIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS

Considerando a ocorréncia de interacGes entre flavondides e proteinas do SFB,
principalmente albumina (L1U et al., 2010, HU et al., 2012, PAL e SAHA 2014, GREENWELL
& RAHMAN 2015, TANG et al., 2017, GENG et al., 2018, FUJII et al., 2019), inicialmente
foi investigado o efeito do SFB na atividade citotoxica de FDCM. Assim, testes preliminares
foram realizados para verificar o protocolo ideal a ser utilizado nos ensaios de viabilidade

celular. Células tumorais HeLa e MCF7 foram expostas a concentragdes de FDCM variando de
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1 a 100 pg/mL por 24 e 48 horas, onde foi constatado que mais de 90% das células se tornaram

inviaveis quando expostas a > 20 pg/mL.
3.5 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Foi utilizado o ensaio de SRB descrito por Skehan et al. (1990), com modificaces.
Células foram plaqueadas a 1 x 10* células/pogo em placas de 96 pogos (Kasvi), mantidas em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, por 24 horas. Em seguida, foram lavadas duas
vezes com PBS 1X e tratadas com quatro concentragcOes diferentes da FDCM 1, 5, 10 e 20
pg/mL (200 puL/pogo) em meio de cultura contendo trés concentracoes de SFB, 1, 5 e 10%, por
48 horas. Apo6s o tratamento, as celulas foram fixadas com écido tricloracético (TCA) (Sigma-
Aldrich; EUA) a 50% por 1 hora a 4°C. Em seguida, as células foram submetidas a quatro
lavagens consecutivas com &gua destilada para a remoc¢éo dos residuos de TCA, meio e SFB e
as placas mantidas a temperatura ambiente, até a secagem completa. As células foram entéo
coradas com 50 pL de solugcdo de SRB 0,4% p/v em acido acético a 1% por 20 minutos em
temperatura ambiente. Passado o tempo, as células foram enxaguadas quatro vezes com acido
acético a 1%, para retirada do excesso de corante. As placas foram secas a temperatura ambiente
e o corante ligado foi posteriormente eluido com 150 pL de tampao Tris 10 mM frio (pH 10,5).
A absorbancia foi medida a 540 nm em um leitor de microplacas (Epoch 2 BioTek, EUA).
Células ndo tratadas e células expostas a maior concentracdo de DMSO no meio de cultura
(0,07%) foram usadas como controle negativo e veiculo, respectivamente. Todos os testes
foram realizados em trés experimentos independentes, em triplicata. As absorbancias das
células ndo tratadas foram consideradas como 100% de viabilidade enquanto as tratadas foram

calculadas a partir da seguinte formula:

Células Viaveis (%) = Absorbéancia da amostra x 100

Absorbancia do controle negativo

Apos constatada a influéncia do SFB sobre a atividade da FDCM, foram realizados
novos ensaios de viabilidade celular usando o ensaio SRB, conforme descrito acima. Foram
testadas células tumorais HeLa, DU145 e MCF7, enquanto PNT2 foi usado como célula ndo
tumoral. Testes pilotos foram realizados para determinar as concentragdes finais de FDCM (1,
2,4, 6 e 8 ug/mL). Células expostas a doxorrubicina (1, 0,5, 0,25, 0,12, 0,06 pg/mL) e DMSO
(0,03%) foram usadas como controles positivo e veiculo, respectivamente, enquanto as células

néo tratadas foram o controle negativo.
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Apos célculo da porcentagem de células vidveis, os dados obtidos foram utilizados para
calculo da ICso a partir da curva dose resposta, utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Calculou-se o indice de seletividade
tumoral (IS) por meio da razdo entre o valor da ICso da fragéo sobre a linhagem de células ndo
tumorais e o valor da ICso da fracdo sobre a linhagem de células neoplasicas:

_ ICSO nao tumoral

IS =

I CSO tumoral

3.6 DOCAGEM MOLECULAR

A interacdo molecular entre cada braquidina (A, B e C) e a albumina sérica bovina
(BSA\) foi investigada por docagem molecular. A analise in silico permitiu explorar a energia
de ligacdo livre, ligagdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas entre os flavondides e a BSA.
Essas analises foram realizadas usando o AutoDock (AD4) verséo 4.2, conforme descrito por
Ravi e Kannabiran (2016). A estrutura cristalina molecular da BSA (PDB ID: 3v03) foi obtida
do banco de dados de proteinas do Research Collaboratory for Structural Bioinformatics. As
trés braquidinas (Bra A, Bra B e Bra C) foram preparadas para as simula¢6es de encaixe usando
0 AutoDock Tools verséo 1.5.6 (MORRIS et al. 2009).

Na molécula de BSA com resolucdo de 2,7 A, a cadeia B da estrutura foi removida para
gerar uma estrutura monomeérica. Todos os heterodtomos, cofatores, moléculas de agua, ligantes
naturais (ions calcio e acetato) e subunidades adicionais foram removidos da estrutura da
proteina. Posteriormente, 0s 4tomos ausentes e 0s residuos terminais da cadeia A foram
reparados, e 0s a&tomos de hidrogénio polar e as cargas parciais de Gasteiger foram calculados
nas estruturas Bra A, Bra B, Bra C e BSA. Os hidrogénios apolares de Bra A, BraBeBraCe
BSA foram posteriormente fundidos. As dimensdes da caixa cubica ao longo dos eixos X, Y e
Z foram 60 x 60 x 60 A, respectivamente, com um espagamento de 0,375 A entre os pontos da
grade. O grid box foi centrado no residuo BSA Trp213, e o algoritmo genético Lamarckiano
foi escolhido para buscar as melhores conformacdes, com 100 execugdes para cada braquidina.
As coordenadas iniciais da BSA e as intera¢6es dos flavonoides diméricos presentes na DCMF
foram escolhidas com base no critério da menor conformacdo de ancoragem do cluster com

menor energia e inspecao visual.



45

3.7 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DA FDCM (ENSAIO DO COMETA IN
VITRO)

Foi utilizado o ensaio cometa descrito por Singh et al. (1988) com algumas
modificacbes. Células DU145, MCF7, HeLa e PNT2 foram semeadas em placas de 24 pogos
em concentracéo de 1 x 10° células por pogo e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de COg, por 24 horas. Apds este tempo, o0 meio foi retirado, as células lavadas com PBS 1X
e em seguida tratadas com trés concentracdes definidas a partir da 1Csg para cada linhagem
celular (ICsp, dobro do I1Cso e 50% do 1Cso), nas condig¢Ges descritas na tabela 1. Foram testados
também, em cada ensaio, controle positivo (Doxorrubicina), negativo (sem tratamento) e
controle de veiculo (tratadas com DMSO 0,05%). Antes da realizacdo do ensaio cometa foi

verificado a viabilidade celular pelo teste de excluséo por azul de tripan.
Procedimento experimental do teste de exclusdo por azul de tripan

As células foram homogeneizadas com corante azul de tripan a 0,4% na proporcdo 1:1
(corante:homogeneizado de células). Essa mistura foi gotejada em uma camara de Neubauer e
avaliada sob microscopia ¢tica, diferenciando e contando as células coradas (mortas) e as ndo
coradas (vivas). Foram analisadas 100 células de cada grupo experimental e controle,

considerou-se o indice minimo de 70% de células viaveis (TICE et al., 2000).
Procedimento experimental do ensaio cometa

Apos o periodo de tratamento, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 1200rpm.
O sobrenadante foi retirado, retendo-se aproximadamente 100 pL de suspensao celular em cada
tubo. Um volume de 50uL das suspensdes celulares de cada tratamento foi adicionado a 200pL.
de agarose low melting (0,5%) e homogeneizado. Dessa mistura foram retirados 100uL para
aplicacdo em laminas pré-gelificadas com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Em
seguida, foram cobertas com laminulas (24x60mm) e mantidas a 4°C, protegidas da luz, por 10
minutos. Foram feitas duas laminas por tratamento. As laminulas foram cuidadosamente
retiradas e mergulhadas em solucéo de lise gelada (1% de Triton-X + 10% de DMSO + solucao
lise estoque: 2,5M NaCl; 100 mM EDTA; 10mM Tris) e mantidas a 4°C protegidas da luz por

2 horas.

Apds o processo de lise para rompimento das membranas, as laminas foram incubadas
por 20 minutos com o tampdo de eletroforese (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH 13) e
posteriormente foram submetidas a eletroforese horizontal sob voltagem de 25 V e corrente
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elétrica 300 mA por 30 minutos, em uma cuba contendo 0 mesmo tampéo alcalino. Apds a
eletroforese, as ldminas foram retiradas da cuba e colocadas em uma solugdo de neutralizacdo
(Tris/HCI 0,4M pH: 7,5) por 15 minutos. Posteriormente foram deixadas para secar em

temperatura ambiente. As laminas secas foram fixadas com etanol absoluto por 5 minutos.

A coloracgao foi realizada com 30 pL. de brometo de etidio (20 pg/mL) em cada lamina
e cobrindo-a com laminula (24 x 60mm). Estas foram imediatamente analisadas em
microscopio de fluorescéncia (BX51/BX52-Olympus; Japdo), usando filtro de 516-560 nm e
barreira de filtro de 590 nm em objetiva de 40X. As células foram classificadas levando-se em
consideracdo tanto o tamanho do nucleoide quanto a quantidade de DNA presente na cauda de

acordo com o tamanho em:
Classe 0: nenhum dano, ou seja, nucledides intactos, sem cauda;

Classe 1: dano pequeno, os nucleodides apresentam um tamanho de cauda inferior ao

diametro da cabeca;

Classe 2: dano intermediario, os nucle6ides apresentam caudas com tamanhos

equivalentes a uma vez o tamanho do diametro da cabeca;

Classe 3: dano elevado, os nucledides apresentam caudas com tamanho equivalente a

duas vezes o diametro da cabeca;
Classe 4: dano méaximo.
Duzentos nucleoides foram analisados e as pontuacdes de danos foram calculadas

multiplicando o numero de nucleoides em cada classe pelo respectivo valor de classe, usando a

equacéao:

[(0xny) +(Axn)+@2xny)+ 3 %xn3)+ (4%xny)l
N

Escore =

onde n é o valor de cada classe de nucleoide e N é o niUmero total de células.

3.8 ENSAIO CLONOGENICO

Para avaliar a capacidade da FDCM inibir a formacéo de coldnias foi utilizado o ensaio
clonogénico. O protocolo utilizado para o teste segue as orientacfes de Franken (2006), com

algumas modificacdes.

Para este ensaio as células foram cultivadas em placas de 6 pocos, na concentracdo de
500 celulas/pogo e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO», por 24 horas.
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Apbs 24 horas, as células foram lavadas com PBS 1X, em seguida tratadas com trés
concentracdes diferentes de FDCM (ICso, ¥2 ICs0 € 2X ICs0) durantes 48 horas, sob as condigoes
descritas na tabela 1. Posteriormente o meio de cultura foi removido e as células lavadas com
PBS 1X e ressuspensas em 2 mL de meio de cultura fresco. As placas de cultura foram mantidas
a 37°C por sete dias, permitindo que as células vidveis crescessem em coldnias macroscépicas.
Apos esse periodo, 0 meio foi removido, as células lavadas com PBS 1X e fixadas com uma
solucéo de metanol:acido acetico:agua (1:1:8) por 30 minutos. Posteriormente, as células foram
coradas com cristal violeta (0,5% p/v) durante 20 minutos. Em seguida foram feitas 3-5
lavagens com agua corrente para remocdo do excesso de corante, sendo deixadas em
temperatura ambiente para secagem total. As células tratadas com doxorrubicina e as células
ndo tratadas foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente. Todos 0s
testes foram realizados em trés experimentos independentes, em duplicata. O ndmero de
colénias foi quantificado usando um estereomicroscopio (Zeiss; Alemanha), sendo
contabilizadas apenas col6nias com mais de 50 células. A porcentagem de colbnias foi
calculada como uma razdo entre o nimero de coldnias derivadas de células tratadas e aquelas

do controle negativo, multiplicado por 100.

N° de colbnias = n° de colbnias ap0s o tratamento
n° de colbnias do controle negativo

3.9 ENSAIO WOUND HEALING

Considerando que a FDCM reduziu a viabilidade celular e a formagéo de colonias em
todas as linhagens tumorais, os ensaios de migracdo celular e a anélise por MFA foram
realizados utilizando apenas DU145 como linhagem tumoral, uma vez que a linhagem celular

ndo tumoral (PNT2) também é derivada de tecido prostatico.

Foi utilizado o ensaio de wound healing descrito por(LIANG; PARK; GUAN, 2007), com
modificacdes. Células DU 145 e PNT2 foram cultivadas em placas de 48 pocos a 1 x 10°
células/poco e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO3, por 24 horas, para
permitir que as células se fixassem e formassem uma monocamada. Passado o tempo, riscos
retos foram feitos na monocamada celular usando ponta de pipeta de 200 pl. O meio de cultura
foi removido e as células lavadas com PBS 1X para remover os residuos celulares. Em seguida
as células foram tratadas com 1,25 e 2,5 pg/mL da FDCM e mantidas sob as condi¢des descritas
na tabela 1. As lacunas das fendas foram fotografadas nos intervalos de 0 e 24 horas, usando

um microscoépio invertido Axiovert 200M (Zeiss; Alemanha). A area de fechamento das células
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foi medida usando o software ZEN Lite/Blue usando a formula abaixo:

_At

% de fechamento da fenda = OA X 100
0

onde 0 é a area inicial e t a area ap0s o tempo de incubacgéo (YUE et al. 2010). Células tratadas
com doxorrubicina e células ndo tratadas foram usadas como controles positivo e negativo,
respectivamente. Todos os testes foram realizados em trés experimentos independentes, em

triplicata.

3.10 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (MFA)

Neste ensaio as células DU 145 e PNT2 foram cultivadas em placas de 24 pocos, na
concentracéo de 3x10%células/poco e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,
por 24 horas.. Laminulas redondas de vidro com didmetro de 13mm foram previamente
adicionadas aos pogos para servirem como superficie de fixacdo das células. Apos 24 horas, as
células foram tratadas com a FDCM nas concentracGes de 1,25 e 2,5 pg/mL durante 48 horas.
Apos o periodo de incubacdo, o meio foi descartado, as laminulas contendo as células foram
coletadas e lavadas trés vezes com PBS 1X. Em seguida, as células foram fixadas com solucéo
de formaldeido 4% por um periodo de 30 minutos. A soluc¢éo fixadora foi removida e as células
novamente lavadas duas vezes com PBS 1X e secas ao ar para posterior aquisicao de imagens

e anélise ultraestrutural em microscdpio de forca atbmica.

A captura de imagens foi realizada usando laminulas circulares contendo as células, que
foram fixadas no porta-amostras magnetico MFA e analisadas por um MFA Multimode 8
(Bruker, CA, EUA) no modo PeakForce Quantitative Nanomechanics (QNM). Sondas
Scanasyst Air, com constante de mola nominal cantilever de 0,4 N/m e radio de ponta de 2 nm,
foram usadas em todas as medigdes. Toda a aquisicdo de dados foi feita em condicOes
ambientais (23°C e 44% de umidade). As imagens topograficas foram adquiridas com pelo
menos nove células diferentes para cada grupo amostral (controle e tratamento). Para analisar
a nanoestrutura das células, a rugosidade quadratica média (Rq) foi calculada nas varreduras de
5 um obtidas na regido central do nucleo celular, conforme a equacdo abaixo (Dufréne et al.
2017):

_ |1ynN 2
Rq = ;Zi=1zia

onde N € o nimero de pixels e z é a altura de cada pixel.
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Foram avaliadas as caracteristicas morfologicas da superficie da membrana nuclear e a

rugosidade.
3.11 ANALISE ESTATISTICA

Testes de normalidade foram adotados para determinar se os dados estavam
normalmente distribuidos antes da aplicacdo dos testes estatisticos. Os dados paramétricos
foram avaliados por meio de andlise de variancia unidirecional seguida do teste de comparacdes
multiplas post hoc de Tukey. No caso dos dados ndo paramétricos, foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis, seguido de Dunn como pos-teste. O teste ndo paramétrico de Spearman foi
utilizado para verificar a correlagdo entre formacéo de colbnias, taxa de migracao e rugosidade.
Uma curva de regressdo ndo linear foi usada para medir os dados de viabilidade obtidos do
ensaio SRB de uma maneira dependente da dose. Os resultados foram expressos em média +
desvio padrdo. Em todos os casos, os valores foram estatisticamente significantes quando p <
0,05. As andlises estatisticas e os graficos foram gerados utilizando o programa Prism® do

GraphPad verséo 6.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

4. RESULTADOS
4.1 SFB AFETA A CITOTOXICIDADE FDCM

A viabilidade das células MCF7 e HelLa variou de acordo com a proporcao de SFB no
meio de cultura celular (Figura 8). O tratamento com 5 ug/mL da FDCM reduziu a viabilidade
celular em aproximadamente 12 vezes em meio contendo 1% de SFB, em comparagdo com
células mantidas em concentragcGes mais altas de SFB, para as duas linhagens (Figuras 8B e
8F). Quando ambas as células tumorais foram tratadas com uma concentra¢do mais alta da
FDCM (10 pg/mL), a viabilidade celular foi reduzida em meio com 1 e 5% de SFB, mas ndo
em 10% (Figura 8C e 8G). Quando expostas a 20 ug/mL, houve uma diminuigdo substancial
na viabilidade celular em ambas as linhagens, independentemente da concentragdo do soro
(Figura 8D e 8H), contrastando com o tratamento com a menor concentracdo de FDCM, na qual

ndo houve efeito significativo (Figuras 8A e 8E).
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Figura 8 - Viabilidade de células tumorais tratadas com FDCM (1, 5, 10 e 20 pug/mL) por 48

horas em meio de cultura suplementado com SFB (1,
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Legenda - HelLa: cancer do colo do utero. MCF7: carcinoma de mama. FDCM: fracdo de
diclorometéanica. CV: controle de veiculos. ns: ndo significativo. Cada valor representa a média + DP de
trés experimentos independentes realizados em duplicata usando o ensaio de sulforrodamina B. Letras
diferentes ou um asterisco indicam diferencas significativas (p < 0,05) por ANOVA seguido de pds-

teste de Dunn.

4.2 DOCAGEM MOLECULAR

O estudo de docagem molecular revelou uma forte interacdo entre os flavonoides

diméricos e os residuos de aminoacidos no sitio ativo Trp-213 da cadeia BSA. Todos 0s
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compostos apresentaram altos parametros de afinidade com a estrutura da proteina. As
braquidinas A e C foram as moléculas que exibiram as intera¢cGes mais favoraveis, com valores
de energia de ligacao livre de -7,9 e -7,92 kcal/mol e constantes de inibicdo de 1,62 e 1,57 uM,
respectivamente (Tabela 2). Além disso, os resultados de interacdes da Bra A foi superior a Bra
B e Bra C, que inclui duas ligacBes de hidrogénio com residuos Pro338 e Val292. As

conformacdes espaciais podem ser vistas na Figura 9.

Tabela 2 - Analise da docagem molecular entre cada braquidina (A, B e C) e BSA.

Ligante/ AGpind Ki Ligacdes de Interagdes hidrofobicas
receptor  (Kcal/mol) (MM) hidrogénio
Bra A — -7,9 1,62 Pro338, Argl98, Arg217, Arg194, Ala290,
BSA Val292 Glu291, Lys221, Lys294, Trp213,

GIn220, Val342, Asp450, Ala341,
Pro446, Glu339

BraB — -7,37 3,94  Val292 Glu291, Ala290, Lys221, Glu339,

BSA Pro336, Argl194, GIn220, Arg217,
Arg198, Asp450, Ala341, Val342,
Trp213

Bra C — -7,92 1,57 Val292 Glu291, Ala290, Lis294, Argl94,

BSA Lys221, Arg217, Arg198, Pro446,

Asp450, Pro338, GIn220, Trp213,
Ala341, Val342, Tyr340

Legenda - Bra: braquidina; BSA: albumina bovina sérica; AGhind: energia de ligacdo; Ki: constante de
inibicdo.
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Figura 9 - Interacdo tridimensional entre cada flavonoide dimérico (braquidina A, braquidina
B e braquidina C) e BSA.

Legenda - BSA: albumina sérica bovina. Braquidina A é destacada em azul (A e B); Braquidina B em
cinza (C e D); braquidina C em amarelo (E e F). A representacdo molecular de braquidina/BSA foi
gerada usando o software UCSF Chimera.

4.3 FDCM APRESENTA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Baseado nos resultados descritos acima foi estabelecido como o protocolo padrdo meio
de cultura com 1% de SFB para analise da viabilidade celular. A Figura 10 (A-D) apresenta a
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ICso para cada linhagem de células tumorais (2,77, 2,46 e 2,51 pug/mL para MCF7, Hela e
DU145, respectivamente), bem como para células ndo tumorais (4,08 pg/mL). A FDCM foi
eficaz contra células tumorais, com IS > 1,48. O IS observado para células HeL a foi trés vezes

maior quando as mesmas células foram tratadas com doxorrubicina.

4.4 FDCM NAO CAUSA DANOS NO DNA

A andlise genotoxica das células tumorais e ndo tumorais tratadas com FDCM (%2 ICso, ICs €
0 dobro do ICsp) por 3 horas (dados ndo mostrados) e 24 horas (Figura 10 E-H) demonstrou que

FDCM néo causa danos ao DNA, nas condi¢fes experimentais usadas neste estudo.
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Figura 10. Viabilidade celular e escore de danos ao DNA observadas em células da prostata

tratadas com FDCM.
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Legnda - (A D) Curvas de viabilidade dose-resposta para células ndo tumorais e tumorais tratadas com
FDCM por 48 horas. (E-H) Escores de danos a0 DNA em células ndo tumorais e tumorais tratadas com
FDCM por 24 horas. PNT2: linhagem celular ndo tumorogénica da préstata; MCF7: linhagem celular
de cancer de mama; HeLa: linhagem celular de cancer do colo do Utero; DU145: linhagem celular de
cancer de prostata; FDCM: fracdo de diclorometanica; Dox: doxorrubicina; CN: controle negativo; IS:
indice de seletividade. A linha tracejada indica a metade da concentragdo inibitoria maxima (ICsp). Os
valores sdo a média + SD de trés experimentos independentes. Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Nota: Os valores de ICso de
doxorrubicina foram 0,09 + 0,02 (IS = 2,33), 0,13 £ 0,05 (IS = 1,61), 0,4 £0,001 (IS=0,5) e 0,21 +
0,02 pg/mL para DU145, MCF7, HeLa e PNTZ2, respectivamente.
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4.5 FDCM REDUZ A FORMACAO DE COLONIAS DE CELULAS

Os resultados mostraram que a FDCM inibiu significativamente o nimero de col6nias
das células, de modo dependente da concentracéo (r = -0,944, p <0,05). Quando as células HeLa
e MCF7 foram tratadas com ICsg (2,77 e 2,46 pg/mL, respectivamente), elas foram quase
completamente inibidas, enquanto, em concentracdes mais baixas, diminuiram 25% e 16,4%,
respectivamente. Além disso, 2,5 pg/mL e 1,25 pg/mL inibiram significativamente a formacéo
de coldnias DU145 em 87,3 e 39,2%, respectivamente. Ja PNT2 apresentou reducdo de apenas
44% a 2,5 pg/mL e um aumento de 92% a 1,25 pg/mL (Figura 11A e B). Vale ressaltar que ndo
houve formacdao de col6nias quando todas as linhagens celulares foram tratadas com a maior

concentracdo de FDCM ou doxorrubicina.

4.6 FDCM REDUZ A MIGRACAO DE CELULAS TUMORAIS

Considerando que a FDCM reduziu a viabilidade celular e a formacéo de colénias em
todas as linhagens tumorais, realizamos ensaios de migracdo e MFA utilizando apenas DU145,
uma vez que a linhagem celular ndo tumoral também é derivada de tecido prostatico (PNT2).

Ao tratar células tumorais com 1,25 e 2,5 pg/mL da FDCM, constatamos uma inibigédo
nas areas de fechamento de 20,9% e 32,6%, respectivamente em comparagdo com o controle
de células sem tratamento. Sendo essa reducéo da motilidade celular concentragdo-dependente
(r=-0,751, p < 0,05). Em contraste, ndo foi observado nenhum efeito nas células ndo tumorais
(Figura 11C-D) . Todos os testes foram realizados em trés experimentos independentes, em

triplicata.
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Figura 11. Formagéo de coldnias e migracdo celular em linhagens celulares tumorais e néo

tumorais de prostata tratadas com FDCM.
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Legenda - (A) Imagens representativas de um ensaio de formacéo de coldnias em células tumorais e ndo
tumorais da prostata com e sem tratamento com FDCM e (B) a respectiva andlise quantitativa. (C)
Imagens representativas das lacunas observadas em 0 e 24 horas nas células tumorais da préstata com e
sem tratamento com FDCM, usando ensaio wound healing e (D) a anélise quantitativa das células da
prostata. FDCM: fracdo de diclorometanica. CN: controle negativo. PNT2: linhagem celular ndo tumoral
de prostata. DU145: linhagem celular de cancer de préstata. Os experimentos foram realizados trés vezes
em duplicata. Letras diferentes significam que hé diferenca pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey
p <0,05).

4.7 FDCM INDUZ ALTERACOES ULTRAESTRUTURAIS EM CELULAS TUMORAIS

Células de prostatas tratadas com a FDCM mostraram alteracdes morfoldgicas de
acordo com a concentracdo (Figura 12A, células tumorais nas imagens a-f e células ndo
tumorais nas imagens g-m). As alteracdes ultraestruturais (buracos) nas superficies da
membrana nuclear das celulas DU145 foram observadas nos tratamentos com 1,25 e 2,5 pg/mL
(e-f). Curiosamente, PNT2 tratadas com as mesmas concentracfes de FDCM apresentaram

menos alterag¢Oes (imagens I-m). As cores da escala marrom nas imagens representam diferentes
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alturas, com claro e escuro denotando a topografia superior e inferior, demonstrando que as
diferengas na altura da membrana aumentam com a concentragéo de FDCM.

Posteriormente, realizamos uma andlise quantitativa da rugosidade da célula calculando
a rugosidade média quadréatica (Rq) da superficie da membrana para medir a nanoestrutura da
membrana nuclear. A rugosidade da superficie é estimada a partir dos desvios do perfil do valor
z bidimensional medido de uma superficie ideal (Antonio et al. 2012). Células DU145 nédo
tratadas apresentaram rugosidade de 7,9 + 0,43 nm, enquanto as tratadas com FDCM 1,25e 2,5
pg/mL apresentaram rugosidade de 11,6 + 1,42 nm e 15,37 £ 3,9 nm, respectivamente, com
correlacdo positiva entre a concentracdo de FDCM e a rugosidade da célula tumoral (r= 0,857,
p < 0,05). Para PNT2, por outro lado, a rugosidade celular aumentou apenas na concentracdo
mais alta (2,5 pg/mL), resultando em um Rq igual a 10,78 + 2,23 nm (Figura 12B).

Figura 12 - Imagens de microscopia de forca atdbmica da superficie da membrana nuclear de
células prostaticas com e sem tratamento com FDCM e a anélise quantitativa da rugosidade

celular.
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Legenda - (A) Imagens de MFA de células da préstata mostrando alteragdes morfoldgicas de acordo
com a concentracdo de FDCM. (a—c): morfologia das células tumorais e (d—f): imagens da ultraestrutura
da membrana (5 um x 5 um) na regido celular correspondente indicada pelo quadro verde. (g-i):
morfologia de células ndo tumorais e (j—m): imagens da ultraestrutura de membrana (5 um x 5 um) na
regido celular correspondente indicada pelo quadro verde. A seta azul indica os orificios na superficie
da membrana. (B): andlise quantitativa da rugosidade celular. PNT2: linhagem celular ndo tumoral da
préstata. DU145: linhagem celular de céncer de préstata. CN: controle negativo. Letras diferentes
significam que ha diferenca pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey p < 0,05.

A formacéo de coldnias, a taxa de migracdo e a rugosidade foram avaliadas pelo teste
ndo paramétrico de Spearman. Os resultados mostraram uma correlagdo positiva entre a
migracéo e a capacidade de formacdo de col6nias das células tumorais (r = 0,692, p < 0,05).
Por outro lado, migragéo e rugosidade foram negativamente correlacionadas (r = -0,608, p <
0,05). Da mesma forma, a formacgéao de coldnias e rugosidade apresentaram correlacdo inversa
(r = -0,806, p < 0,05). Esses achados sugerem que o FDCM tem um efeito antitumoral

dependente da concentracdo (Figura 13).
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Figura 13 - Gréficos de dispersdo 3D entre migracdo, formacdo de colbnias e rugosidade de
acordo com os tipos de células. Os pontos verdes indicam a linhagem celular ndo tumoral da

préstata e os pontos vermelhos indicam a linhagem celular tumoral da prostata.

5 DISCUSSAO

A quimioterapia permanece sendo o tratamento oncoldgico mais utilizado, apesar de
sua alta toxicidade. Nesse contexto, ha uma continua busca por promissores novos agentes
anticancerigenos com maior eficacia e menores efeitos colaterais (CHOUDHARI et al., 2020;
SIDDIQUI et al., 2022). Considerando esses aspectos, investigamos os efeitos bioldgicos do

FDCM (contendo trés flavonoides diméricos) em linhagens de células tumorais. Ressalta-se
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que o desenvolvimento de um protocolo robusto é fundamental para evitar resultados falso-
negativos ou falso-positivos em ensaios in vitro, que sdo causados principalmente pela interagao
droga-componente meio. Por exemplo, Ribéreau-Gayon et al. (1995), Knopfl-Sidler et al.
(2005), e Faheina-Martins et al. (2011) relataram o efeito do SFB na atividade citotoxica de
extratos vegetais. Estudos recentes atribuiram menor citotoxicidade de flavondides (FUJII et
al., 2019) e saponinas (LIN, YINGJIA et al., 2017) a sua interagcdo com a albumina no SFB.
Assim, determinamos as condicdes ideais para realizar todos os ensaios no presente estudo. Os
resultados mostraram que o SFB inibe a atividade citotoxica do FDCM em células tumorais de
maneira dependente da concentragdo. Confirmamos uma forte interacdo entre os trés
flavondides diméricos incomuns e BSA usando docagem molecular, sugerindo que a redugéo
da citotoxicidade pode ser devido a afinidade estrutural da BSA pelos flavonodides,
potencialmente reduzindo sua disponibilidade. Com bases nesses dados, realizamos todos 0s
ensaios experimentais in vitro (citotoxicidade, genotoxicidade, reproducéo celular e migragao
celular) utilizando células mantidas em meio de cultura suplementado com 1% de SFB.

Em relagdo a citotoxicidade, o FDCM reduziu significativamente a viabilidade das
células tumorais, corroborando estudos anteriores em que a atividade antitumoral foi
demonstrada para extratos (SERPELONI et al., 2020) e para cada uma das trés braquidinas
separadamente (DE OLIVEIRA et al., 2021; NUNES et al., 2020). Recentemente, de Lima et
al. (2022) descreveram essa capacidade também em braquidinas glicosiladas. Em nosso estudo,
o FDCM contendo as trés braquidinas apresentou atividade antitumoral com menor ICsp,
sugerindo um efeito sinérgico desses flavonoides raros.

A FDCM também reduziu em quase 90% a formacao de coldnias tumorais de préstata
de forma concentracdo-dependente, reforcando sua capacidade de controlar a proliferacdo
celular e, consequentemente, a progressao tumoral. Da mesma forma, de Oliveira et al. (2021)
e Limaet al. (2022) também relataram o efeito antiproliferativo das braquidinas, mas avaliaram
as braquidinas separadamente e por um periodo mais prolongado. Curiosamente, a menor
concentracdo de FDCM aumentou significativamente a proliferacdo de células PNT2, enquanto
a maior concentracdo a diminuiu. Varias substancias apresentam efeitos farmacoldgicos dose-
dependentes ambiguos, sendo que doses baixas tém efeito estimulador e altas doses tém efeito
toxico, fendbmeno conhecido como dose-resposta bifasica ou hormese (CALABRESE;
BALDWIN, 2002). Futuras pesquisas devem desenvolvidas para elucidar esse fendmeno,
observado nas células normais expostas a FDCM.

A metéstase é uma das principais causas de morte relacionada ao cancer, sendo a
migracdo de células tumorais o0 passo inicial no processo metastatico (WU, JIA-SHUN et al.,

2021). Assim, na busca por drogas antineoplasicas, € desejavel que drogas potenciais tenham
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atividade anti-invasdo e anti-metastatica (STEEG, THEODORESCU, 2008). Deste modo
avaliamos a motilidade celular para determinar a taxa de migragdo, usando o ensaio wound
healing (KABALA-DZIK et al.,, 2017). Nossos dados mostraram que FDCM inibiu
significativamente a migracdo de DU145, sem efeito em células ndo tumorais, corroborando
Lima et al. (2022), que obteve resultados semelhantes avaliando braquidinas glicosiladas.
Portanto, a FDCM é promissora, pois possui trés propriedades antitumorais criticas, ou seja,
capacidades citotoxicas, antiproliferativas e antimigratorias, com seletividade contra células
tumorais (IS> 1,6). Além disso, como ndo é necessario 0 processo de isolamento, a FDCM
apresenta menores custos de fabricacao.

Considerando que varios agentes antitumorais podem atuar induzindo danos ao DNA
(GUROVA, 2009; REUVERS; KANAAR; NONNEKENS, 2020), também investigamos se
este seria um possivel mecanismo envolvido na atividade antitumoral da FDCM. Nosso
principal objetivo foi determinar a capacidade da FDCM de causar danos ao DNA em
concentracBes definidas nos ensaios citotoxicos (ICso). Testamos trés concentra¢des (ICso, %2
ICs0 € 2 X 1Cs0) dentro de 3 e 24 horas de tratamento. Nossos resultados estdo de acordo com
outros autores que avaliaram o potencial genotdxico ou mutagénico das braquidinas. Resende
et al. (2017) relataram que a FDCM néo causou mutagcdes em bactérias, enquanto Nunes et al.
(2020) testaram cada braquidina individualmente e ndo detectaram genotoxicidade. Os
quimioterapicos indutores de danos ao DNA mantém uma posi¢do de destaque entre as
estratégias utilizadas no tratamento do cancer. No entanto, geralmente sdo pouco seletivos,
causando uma variedade de efeitos adversos, incluindo um risco aumentado de cancer
secundario (REUVERS; KANAAR; NONNEKENS, 2020; WANG, XUAN; ZHANG; CHEN,
2019). Assim, agentes antitumorais que ndo causem danos ao DNA séo de grande interesse,
uma vez que a maioria dos efeitos colaterais sera reduzida (GUROVA, 2009).

Finalmente, usamos 0 MFA para demonstrar pela primeira vez, até onde sabemos, o
impacto ultraestrutural dos efeitos antitumorais da FDCM em células de cancer de prostata.
MFA é uma poderosa ferramenta na técnica de imagem que permite a investigacdo em escala
nanométrica de células e moléculas (DUFRENE et al., 2017; PILLET et al., 2014) e sondar
danos induzidos por drogas a morfologia celular (LEKKA; LAIDLER, 2009; WANG, JINYI
et al., 2009). Nossa analise revelou um aumento no numero de buracos e rugosidade a
membrana celular, principalmente em células tumorais, de forma concentracdo-dependente,
corroborando com os efeitos de citotoxicidade, clonogenicidade e migracdo observados em
células tratadas com FDCM. Estudos anteriores demonstraram que flavonodides podem interagir
com membranas celulares penetrando seus espacos hidrofébicos ou interfasicos, reorganizando

os elementos da membrana envolvidos na transmisséo de sinais, regulagdo do metabolismo ou
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outras funcdes biolégicas (MANDIC et al., 2019; ESCRIBA et al., 2015; TSUCHIYA, 2010,
2015).

A rugosidade da membrana celular reflete a presenca de macromoléculas e seus diversos
estados agregados e alteragdes nessas estruturas causadas pela lesdo celular (YEOW; TABOR,;
GARNIER, 2017). Notavelmente, existem diferencas entre os componentes das membranas das
células tumorais e os das células normais, possibilitando pardmetros de rugosidade para
diagndstico e avaliacdo de estratégias de terapia antitumoral (TAN et al., 2017; WANG, JINYI
et al., 2009b). Alteracdes na rugosidade da membrana foram descritas em células tumorais
(WANG, YUHUA et al., 2016), eritrocitos (BUYS et al., 2013) e fibroblastos (CHANG,
CHAO-HUNG,; LEE; LEE, 2017), que foram associados com anormalidades do citoesqueleto.
Recentemente, estudos demonstraram uma associagdo entre migracao, invasdo e formacéo de
colbnias com alteracBes no citoesqueleto de actina em células tumorais tratadas com cisplatina
(RAUDENSKA et al. 2019), equinomicina (Chen et al. 2020) e oxido de grafeno (WANG,
JING et al., 2020). Considerando a reducdo da migracdo e formacéo de col6nias e a maior
rugosidade nas celulas tumorais tratadas com FDCM, sugerimos que a atividade antitumoral
pode estar relacionada a alteracbes nas proteinas do citoesqueleto. No entanto, mais
investigacOes sdo necessarias para melhor elucidar o mecanismo subjacente a atividade
antitumoral da FDCM.

Nas condigdes experimentais deste estudo, concluimos que a FDCM isolada de raizes
de A. brachypoda reduz a viabilidade das células tumorais sem causar danos ao DNA. Além
disso, a FDCM inibe a proliferacdo e migracdo de células tumorais, cujas membranas
apresentam alteracOes ultraestruturais dependentes da concentracéo. Esses resultados sugerem
que a FDCM pode ser um agente anticancerigeno promissor com menor toxicidade para células

normais.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram o potencial antitumoral da
FDCM, composta de braquidinas A, B e C, extraida da raiz de A. brachypoda. Nossos resultados
mostraram uma significante reducdo na viabilidade das células tumorais humanas DU145,
MCF7 e HelLa, sem causar danos ao DNA, reducdo na capacidade de formacéao coldnias e sua
capacidade de migrar em células DU145. Além disso a MFA revelou alteracbes na
ultraestrutura das superficies da membrana nuclear tumoral, indicando que os flavonoides
presentes na FDCM possivelmente atuam por meio da interagdo com marcadores tumorais

especificos na membrana.
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Deste modo, nossos achados sdo promissores no que diz respeito a utilizagdo deste
produto natural para a formulacéo de farmacos que combatam o cancer, uma vez que apresentou
atividade em baixa concentragéo (ICso), em diferentes linhagens tumorais, sem causar danos ao
DNA. Ressaltamos também o possivel menor custo de producdo comercial deste potencial
antitumoral uma vez que ndo ha necessidade de isolamento de compostos especificos presentes

na fragéo diclorometanica.
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dichloromethane fraction (DCMF) isolated from Arrabidae brachypoda roots, whose components are hviOn

three unusual dimeric flavonoids. The toxicity of DCMF was investigated in breast (MCF-7), prostate Amm“bm chypoda;

(DU145), and cervical (Hela) tumor cells, as well as non-tumor cells (PNT2), using sulforhodamine B
(cell viability), Comet (genotoxicity), clonogenicity (reproductive capacity) and wound healing (cell
migration) assays, and atomic force microscopy (AFM) for ultrastructural cell membrane alterations.
Molecular docking revealed affinity between albumin and each rare flavonoid, supporting the impact
of fetal bovine serum in DCMF antitumor activity. The ICs, values for MCF7, HelLa, and DU145 were
2.77, 246, and 2.51 pg/mL, respectively, and 4.08 ug/mL for PNT2. DCFM was not genotoxic to tumor
or normal cells when exposed to twice the ICs, for up to 24 h, but it inhibited tumor cell migration
and reproduction compared to normal cells. Additionally, AFM revealed alterations in the ultrastructure
of tumor nuclear membrane surfaces, with a positive correlation between DCMF concentration and
tumor cell roughness. Finally, we found a negative correlation between roughness and the ability of
DCMF-treated tumor cells to migrate and form colonies with more than 50 cells. These findings sug-
gest that DCFM acts by causing ultrastructural changes in tumor cell membranes while having fewer
toxicological effects on normal cells.

atomic force microscope;
cell membrane;
chemotherapy; nat-

ural products

Introduction (neotropical savanna). The Arrabidaea genus is a known
source of C-glucosyl xanthone, phenylpropanoids, flavonoids,
anthocyanidins, allantoins, and triterpenes (Martin et al.
2008). Three novel compounds isolated from the dichlorome-
thane fraction (DCMF) of A. brachypoda roots were identified
as unusual dimeric flavonoids: brachydins A, B, and C (da
Rocha et al. 2014), for which antinociceptive and anti-inflam-

matory (da Rocha et al. 2011, Salgado et al. 2020), antitrypa-

In 2020, approximately ten million deaths were caused by
cancer, and there were 19.3 million new cancer cases world-
wide (Sung et al. 2021). Despite advances in the develop-
ment of molecular target-based drugs for cancer treatment,
chemotherapy remains the most widely used. However, due
to its high toxicity and adverse effects, studies have been
searching for more effective and less toxic compounds (Yang

et al. 2013, Rayan et al. 2017). Plant-derived compounds have
been identified, such as taxol from Taxus brevifolia L., vincris-
tine from Catharanthus roseus G. Don, and epipodophyllo-
toxin from Podophyllum peltatum L (Greenwell and
Rahman 2015).

Arrabidaea brachypoda (D.C) is a shrub of the
Bignoniaceae family found in the Brazilian Cerrado

nosomal (da Rocha et al. 2014), antileishmanial (Rocha et al.
2018), and antimicrobial (de Sousa Andrade et al. 2020) activ-
ities have been reported.

It was recently reported that crude hydroethanolic extracts
and the three brachydins separately exhibited antitumor
activity (Nunes et al. 2020, Serpeloni et al. 2020). However,
the mechanisms by which these uncommon flavonoids act as
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antitumor agents remain unclear. Furthermore, no data on
the antitumor activity of DCMF containing the three brachy-
dins are available. Notable is the fact that the production of
fractions, without the need to isolate compounds or active
principles, with retained or even additive antitumor proper-
ties, introduces an interesting perspective in the search for
biologically effective drugs with low production costs.

This study aimed to determine the toxicological effects of
DCMF (containing the three brachydins) by evaluating its
cytotoxicity, genotoxicity, and capacity to interfere in the pro-
liferation and migration of cancer cells. Additionally, we used
atomic force microscopy (AFM) to examine cellular ultrastruc-
tural changes to understand better, the potential mecha-
nisms by which these rare dimeric flavonoids act as
antitumor agents.

Materials and methods
Obtaining DCMF

A. brachypoda roots were collected in April 2017 at the
Sant’/Ana da Serra farm in Joao Pinheiro, Minas Gerais, Brazil.
The plant was identified at the José Badine Herbarium of the
Federal University of Ouro Preto by Dr. Maria Cristina Teixeira
Braga Messias (Voucher #17.935). The botanical material was
deposited in the National System for the Management of
Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge
(SisGen #A451DE4).

The extract and fraction were obtained as previously
described (da Rocha et al. 2014). Briefly, A. brachypoda roots
were dried and ground in a knife mill. Then, the roots pow-
der was macerated with ethanol/water (7:3). After filtration,
the ethanolic extract of the roots was collected and dry-
evaporated under reduced pressure (40°C) to obtain the

(1) (2)
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crude extract. Then, the ethanolic extract was diluted in H,0
and subjected to a liquid-liquid partitioning to give dichloro-
methane and methanol/water. The DCMF was analyzed using
the high-performance liquid chromatography photodiode
array (HPLC-PDA) detection method. Isolation of the active
constituents of the fraction led to the identification of three
dimeric flavonoids, brachydins A, B, and C (Figure 1).

Cell culture

The human prostate cancer cell lines, DU145 (ATCC HTB-81),
human breast carcinoma, MCF7 (ATCC HTB-22) were pur-
chased from the American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA, USA), and human non-tumorigenic prostate
cells, PNT2 (ECACC 95012613) from European Collection of
Cell Cultures (ECACG; Salisbury, UK). The human cervical can-
cer cell line, HeLa (BCRJ 0100), was obtained from the Cell
Bank of the Federal University of Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de
Janeiro, Brazil). MCF7, DU145, and Hela cells were cultured in
DMEM medium (Gibco; USA) medium, while PNT2 cells were
grown in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich; USA). All the
cells were supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Gibco; Brazil) and 1% antibiotic-antimycotic solution (100X)
(Gibco; USA). The cells were maintained at 37°C in a humid
atmosphere at 5% CO,. Experimental conditions for each test
are in Table 1.

Standardization of experimental conditions

Considering the occurrence of interactions between flavo-
noids and FBS proteins, mainly albumin (Liu et al. 2010, Hu
et al. 2012, Pal and Saha 2014, Greenwell and Rahman 2015,
Tang et al. 2017, Genget al. 2018, Fujiiet al. 2019), we initially

Figure 1. The chemical structure of the DCMF compounds (brachydins A, B, and C) obtained from A. brachypoda roots and HPLC-PDA chromatogram.(A) Chemical
structure of the main compounds, brachydin A (1), brachydin B (2) and brachydin C (3), and HPLC-PDA chromatogram. (B) UV spectrum of compounds 1-3. DCMF:
dichloromethane fraction; HPLC-PDA: high-performance liquid chromatography with photodiode array detection.
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Table 1. In vitro assays, methods, cell lines and experimental conditions used to evaluate the anti-tumor activity of DCMF,

Assays Methods Cell lines Concentration/time of exposure

Effect of FBS on cytotoxicity of DCMF Sulforhodamine B assay Hela, MCF7 FBS (1%, 5% and 10%); DCMF (1, 5,
10 e 20 ug/mL)/48 h

Cell viability Sulforhodamine B assay PNT2, DU145, Hela, MCF7 FBS (19%); DCMF (1 to 8 ug/mL); Dox
(0.06 to 1 ug/mL)/48h

DNA damage Comet assay PNT2, DU145, Hela, MCF7 FBS (1%); DCMF (ICsq, '/ ICs and 2x
IC5o for each cell line); Dox (ICso
for each cell line)/3 and 24h

Reproductive ability Clonogenic assay PNT2, DU145, Hela, MCF7 FBS (1%); DCMF (ICso, /2 ICso and 2x
ICsp for each cell line); Dox (ICso
for each cell line)/48 h

Migration Wound healing assay PNT2, DU145 FBS (1%); DCMF (1.25 and 2.5 pg/ mL
for both cell lines); Dox (0.1 pug/
mL)/24h

Ultrastructural alterations Atomic Force Microscopy PNT2, DU145 FBS (19%); DCMF (1.25 and 2.5 ug/mL

for both cell lines)/48 h

Abbreviations: DCMF: dichloromethane fraction; Dox: doxorubicin; FBS: fetal bovine serum; ICsp: half-maximal inhibitory concentration; HeLa (BCRJ 0100): cervical
cancer cell line; MCF7 (ATCC HTB-22): breast cancer cell line; DU145 (ATCC HTB-81): prostate cancer cell line; PNT2 (ECACC 95012613): non-tumorigenic prostate

cell line.

investigated the effect of FBS on the DCMF cytotoxic activity.
We carried out the sulforhodamine B colorimetric assay (SRB)
as described by Vichai and Kirtikara (2006). Firstly, the DCMF
solution was prepared by dissolving 3 mg of DCMF in 100 uL
of dimethylsulfoxide -DMSO (Sigma-Aldrich; USA). Preliminary
tests were conducted to ascertain the protocol used in the
cytotoxicity assays. Initially, the cells were exposed to con-
centrations ranging from 1.5 to 100 ug/mL of DCMF for 24
and 48h. As a result, more than 90% of the cells became
nonviable when exposed to >20ug/mL. Consequently, treat-
ments with 1, 5, 10, and 20 pg/mL for 48 h were established.
Untreated cells and cells exposed to the highest concentra-
tion of DMSO in the culture medium (0.07%) were used as
negative and vehicle control, respectively.

Briefly, the cells were plated at 1x 10* cells/well in 96-
well plates and incubated for 24h. Then, the cells were
washed twice with PBS 1Xand treated with concentrations of
DCMF (1, 5, 10, and 20 pg/mL) in medium culture containing
different proportions of FBS (1, 5, and 10%) for 48h. After
the treatment, cells were fixed with 50% trichloracetic acid
(Sigma-Aldrich; USA) for 1h at 4°C, stained for 20 min at
room temperature with 50uL of 04% w/v SRB (Sigma-
Aldrich; USA) solution in 1% acetic acid, and then rinsed four
times with 1% acetic acid. The plates were air-dried, and the
bound dye was subsequently eluted with 150puL of cold
10mM Tris buffer (pH 10.5). The absorbance was measured
at 540 nm in a microplate reader (Epoch 2 BioTek, USA). The
results were expressed as a percentage of untreated control
cells. All tests were performed in three independent experi-
ments, in triplicate,

Molecular docking

The molecular interaction between each brachydin (A, B, and
C) and the bovine serum albumin (BSA) was investigated by
molecular docking. The in silico analysis allowed us to explore
the free binding energy, hydrogen bonds, and hydrophobic
interactions between the flavonoids and BSA. We performed
these analyses using the AutoDock (AD4) version 4.2, as
described by Ravi and Krishnan (2016). The molecular crystal-
line structure of the BSA (PDB ID: 3v03) was obtained from

the Research Collaboratory for Structural Bioinformatics pro-
tein database. The three brachydins (Bra A, Bra B, and Bra C)
were prepared for the docking simulations using the
AutoDock Tools version 1.5.6 (Morris et al. 2009).

In the BSA molecule with 2.7 A resolution, the B chain of
the structure was removed to generate a monomeric struc-
ture. All heteroatoms, cofactors, water molecules, natural
ligands (calcium and acetate ions), and additional subunits
were removed from the protein structure. Subsequently, the
A chain’s missing atoms and terminal residues were repaired,
and polar hydrogen atoms and partial Gasteiger charges
were calculated in Bra A, Bra B, Bra C, and BSA structures.
The non-polar hydrogens of Bra A, Bra B, and Bra C and BSA
were subsequently merged. The dimensions of the cubic box
along the X, Y, and Z axes were 60 x 60 x 60 A, respectively,
with a spacing of 0.375 A between the grid points. The grid
box was centered on the BSA Trp213 residue, and the
Lamarckian genetic algorithm was chosen to search for the
best conformations, with 100 runs for each brachydin. The
initial coordinates of the BSA and the interactions of the
dimeric flavonoids present in the DCMF were chosen based
on the criterion of the lowest docking conformation of the
cluster with the lowest energy and visual inspection.

Cell viability

Cell viability was performed in the Hela, DU145, and MCF-7
tumor cells using a sulforhodamine B colorimetric assay, as
described above. The PNT2 was used as non-tumor cells. A
pilot test was carried out to determine the final DCMF con-
centrations (1, 2, 4, 6, and 8 pg/mL). In addition, cells treated
with doxorubicin and DMSO 0.03% were used as positive and
vehicle controls, respectively, while untreated cells were the
negative control. The absorbance (optical density, OD) of
treated and untreated cells were compared to obtain the per-
centage of viability curve (treated OD/untreated OD x
100%). The tumor selectivity index (SI) was calculated as the
ratio of non-tumor to tumor cell lines’ ICsy values. All tests
were performed in three independent experiments,
in triplicate.
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Genotoxicity analysis

The Comet assay evaluated the genotoxic potential of DCMF
(Singh et al. 1988, Tice et al. 2000). Concentrations were
determined based on the ICs, values for each cell line (ICso,
1/2 ICso, and 2x ICsp). Before performing the comet assay, the
trypan blue test was used to ensure cell viability was at least
70% (Tice et al. 2000). DU145, MCF7, Hela, and PNT2
(1% 10° cells/well) were seeded into a 24-well plate and incu-
bated as described in Table 1. The culture medium was dis-
carded, and the cells were washed with PBS 1X and exposed
to three concentrations of DCMF for 3 and 24 h, after which
the comet assay was performed. Briefly, the cells were centri-
fuged for 10min at 1200rpm, and 20 uL of the pellet was
added to 200uL of low-melting point agarose (0.5%). The
solution was applied to slides pre-gelled with 1.5% regular
agarose. The cells were immersed for 2h in a cold lysis solu-
tion (25 M NaCl; 100mM EDTA; 100mM Tris; 1% Triton-X;
10% DMSO; pH 10.0). The slides were incubated for 20 min in
an electrophoresis buffer (10 M NaOH, 0.2 M EDTA at pH 13),
and the electrophoretic run was carried out for a further
20min (25 V, 0.72 V/cm; 300 mA). Subsequently, the slides
were covered with neutralization buffer (0.4 M Tris HCl and
pH 7.5) for 15min, dried at room temperature, and fixed with
absolute ethanol for 5min. The material was stained with
30 uL of ethidium bromide (20 pg/mL) and analyzed under a
fluorescence microscope (BX51/BX52-Olympus; Japan), using
a 516-560nm filter and 590nm filter barrier in a
40x objective.

The DNA damage was visually classified according to the
fragment migration (tail size): class 0 (undamaged nucleoid,
absence of tail), class 1 (nucleoid with a short tail, smaller
than their diameter), class 2 (tail length one to two times the
diameter of the nucleoid), class 3 (with a tail longer than
twice the diameter of the nucleoid), and class 4 (nucleoid
maximally damaged). Cells treated with doxorubicin and
untreated cells were used, respectively, as a positive and
negative control, while cells treated with DMSO 0.03% were
vehicle control. All tests were performed in three independ-
ent experiments, in duplicate.

Two hundred nucleoids were analyzed, and damage
scores were calculated by multiplying the number of nucle-
oids in each class by their respective class value, using the
Equation (1):

[(0 x n0) + (1 x n1)+ (2 x n2) + (3 x n3) + (4 x n4)]

score =
N

Equation (1)

total score =[(0 x n0)+(1 x N1)+(2 X n2)+(3 x n3)+(4 x n4))/
where N is the total number of cells, and n is the number of
nucleoids in each class.

Cell reproductive capacity

The clonogenic assay (Franken et al. 2006) was performed
using cells plated in 6-well plates at 500 cells/well and
incubated as described in Table 1. Subsequently, they were
treated with three different concentrations of the DCMF
(ICso, '/2 ICso, and 2x ICsq) and maintained at 37 °C for
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48h. After that, the culture medium was removed, and
cells were washed with PBS 1X and resuspended in 2mL
of fresh culture medium. The culture plates were main-
tained at 37°C for seven days, allowing viable cells to
grow into macroscopic colonies. After this period, the
medium was removed, and cells were washed using PBS
1X and fixed with methanol: acetic acid: water (1:1:8) for
30min. Cells were stained with crystal violet (0.5% w/v) for
20 min. Colonies with more than 50 cells were counted
using a stereomicroscope (Zeiss; Germany). The percentage
of colonies was calculated as a ratio between the number
of colonies derived from treated cells and those from nega-
tive control, multiplied by 100. Cells treated with doxorubi-
cin and untreated cells were positive and negative controls,
respectively. All tests were performed in three independent
experiments, in duplicate.

Cell migratory capacity

The wound healing assay was carried out using cells cultured
into 48-well plates at 1 x 10° cells/well and incubated for
24 h, as described in Table 1. Subsequently, a 200 puL pipette
was used to make a scratch on a confluent cell monolayer.
Afterward, the medium was removed, and the cells were
washed with PBS 1x to remove debris and unadhered cells.
After washing, the monolayers cells were treated with 1.25
and 2.5 pg/mL and kept in an incubator at 37°C and CO, 5%
for another 24 h. Wound gaps were photographed at 0 and
24h using an inverted microscope Axiovert 200 M (Zeiss;
Germany). The closure area of migrating cells was measured
using ZEN Lite/Blue software using the formula: wound clos-
ure %= [A(0) — A(t)/A(0)] x 100, where 0 is the initial area and
t the area after incubation time (Yue et al. 2010). Cells treated
with doxorubicin and untreated cells were used as positive
and negative controls, respectively. All tests were performed
in three independent experiments, in triplicate.

Cell nanostructure analysis

AFM was used to verify ultrastructural alterations induced by
DCMF. DU145 and PNT2 cells (3 x 10%) were seeded over-
night on 13-mm circular glass coverslips in 24-well plates, as
described in Table 1. The cells were washed with PBS 1X and
treated with DCMF (125 and 25pg/mL) for 48h.
Subsequently, the cells were washed twice with PBS 1X and
fixed with 4% formaldehyde solution for 30 min. The fixative
solution was removed, and cells were washed twice with PBS
1X and air-dried for morphology imaging and ultrastruc-
ture analysis.

Imaging capturing was performed using circular coverslips
containing the cells fixed to the AFM magnetic sample holder
and analyzedby an AFM Multimode 8 (Bruker, CA, USA) in
Peak Force Quantitative Nanomechanics (QNM) mode.
Scanasyst Air probes, with 0.4 N/m cantilever nominal spring
constant and 2nm tip radio, were used in all measurements.
All data acquisition was made in ambient condition (23 °C
and 44% humidity). Topographic images were acquired with
at least nine different cells for each sample group (control



and treatment). To investigate the nanostructure of the cells,
the root mean square roughness (Rq) was calculated in the
5 um scans obtained in the central region of the cell nucleus,
according to Equation (2) (Dufréneet al. 2017):

1 N
Ry =, W;z’z' 2

where N is the number of pixels, and z is the height of
each pixel.

Statistical analysis

Normality tests were adopted to determine if data were nor-
mally distributed prior to statistical testing. Parametric data
were evaluated through a one-way analysis of variance fol-
lowed by the Tukey post hoc multiple comparisons test. In
the case of the non-parametric data, the Kruskal-Wallis test
was used, followed by Dunn’s as the post-test. Spearman’s
non-parametric test was used to verify the correlation
between colony formation, rate migration, and roughness. A
nonlinear regression curve was used to measure the viability
data obtained from the SRB assay in a dose-dependent man-
ner. The results were expressed as means +standard devi-
ation. In all cases, values were statistically significant when
p < 0.05. Statistical analyses and graphs were generated using
the Prism® program of the GraphPad version 6.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

Results
FBS affects the DCMF cytotoxicity

MCF7 and Hela cell viability varied according to the propor-
tion of FBS in the cell culture medium (Figure 2). DCMF at
Spg/mL reduced cell viability approximately 12-fold in
medium containing FBS 1% compared to cells maintained at
higher FBS concentrations for both cell lines (Figures 2(B/F)).
When both tumor cells were exposed to a higher DCMF con-
centration (10 ug/mL), cell viability was reduced at FBS 1%
and 5%, but not at 10% (Figure 2(C,G)). When cells were
exposed to 20 ug/mL, there was a substantial decrease in cell
viability in both cell lines, regardless of the serum concentra-
tion (Figure 2(D,H)), contrasting the treatment with the low-
est DCMF concentration, in which there was no effect on cell
viability (Figures 2(A,E)).

Molecular docking

The molecular docking study revealed a strong interaction
between dimeric flavonoids and the amino acid residues in
the active site Trp-213 of the BSA chain A. All compounds
showed the highest affinity parameters with the
BSA structure. Brachydins A and C were the molecules that
exhibited the most favorable interactions, with free binding
energy values of —7.9 and —7.92kcal/mol and 1.62 and
157 uM inhibition constant, respectively (Table 2).
Furthermore, Bra A interactions were superior to Bra B and
Bra C, which includes two bonds hydrogen with Pro338 and
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Figure 2. Viability of DCMF-treated tumor cells (1, 5, 10 and 20 pg/mL) for 48 h
in culture media supplemented with FBS (1.0%, 5.0% and 10%). Hela: cervical
cancer cell line. MCF7: breast carcinoma. DCMF: dichloromethane fraction. VC:
vehicle control. ns: not significant. Each value represents the mean + SD of three
independent experiments performed in duplicate using sulforhodamine B assay.
Different letters or an asterisk indicate significant differences (p < 0.05) by one-
way ANOVA followed by Dunn post-test.

Val292 residues. Spatial conformations can be seen in
Figure 3.

The DCMF presents antitumor activity

We established FBS 1% as the standard protocol for cell via-
bility analysis using the SRB assay based on the results
described above. Figure 4 (A-D) presents the ICso for each
tumor cell lineage (2.77, 246, and 2.51 pg/mL for MCF7,
Hela, and DU145, respectively), as well as for non-tumor cell
(4.08 pg/mL). The DCMF was effective against tumor cells,
with an S| >1.48. The S| observed for Hela cells was three
times higher when the same cells were treated with
doxorubicin.
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Table 2. Molecular docking analysis between each brachydin (brachydin A, brachydin B and brachydin C) and BSA.

Ligand/ AGbind Hydrogen

receptor (Kcal/mol) Ki (um) bonds Hydrophobic interactions

Bra A-BSA -79 1.62 Pro338, Val292 Arg198, Arg217, Arg194, Ala290, Glu291, Lys221, Lys294, Trp213, GIn220, Val342, Asp450,
Ala341, Prod46, Glu339

Bra B-BSA -7.37 3.94 Val292 Glu291, Ala290, Lys221, Glu339, Pro336, Arg194, GIn220, Arg217, Arg198, Asp450, Ala341,
Val342, Trp213

Bra C-BSA -7.92 157 Val292 Glu291, Ala290, Lis294, Arg194, Lys221, Arg217, Arg198, Pro446, Asp450, Pro338, Gin220,

Trp213, Ala341, Val342, Tyr340
Abbreviations: Bra: brachydin; BSA: bovineserumalbumin; AGbind: binding energy; Ki: inhibition constant.

Figure 3. Three-dimensional interaction between each dimeric flavonoid (brachydin A, brachydin B, and brachydin C) and BSA. BSA: Bovine serum albumin.
Brachydin A is highlighted in blue (A and B); Brachydin B in gray (C and D); brachydin C in yellow (E and F) and BSA in red. Brachydin/BSA molecular representation
was generated using the UCSF Chimera software.

DCMF does not cause DNA damage The DCMF reduces tumor cell colony-forming

Genotoxic analysis of tumor and non-tumor cells treated with DCMF inhibited colony formation in tumor cell lines in a con-
DCMF (/2 ICsq, ICso, and double ICsq) for 3 (data not shown) and  centration-dependent manner (r=—0.944, p< 0.05). When
24h (Figure 4(E-H)) revealed that DCMF does not cause DNA HeLa and MCF7 cells were treated with ICs, (2.77 and
damage under the experimental conditions used in this study. 246 pg/mL, respectively), they were almost completely
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Figure 4. Cell viability and DNA damage scores observed in DCMF-treated prostate cells, (A-D) Dose-response viability curves for non-tumor and tumor cells treated
with DCMF for 48 h. (E-H) DNA damage scores in non-tumor and tumor cells treated with DCMF for 24 h. PNT2: prostate non-tumor cell line; MCF7; breast cancer
cell line; HeLa: cervical cancer cell line; DU145: prostate tumor cell line; DCMF: dichloromethane fraction; Dox: doxorubicin; NC: negative control; Si: selectivity index.
The dashed line indicates the reported half-maximal inhibitory concentration (ICsp). Values are mean +SD of three independent experiments. Different letters indi-
cate significant differences (p< 0.05) by one-way ANOVA followed by Tukey's test. Note: ICs, values of doxorubicin were 0.09+0.02 (S| = 2.33), 0.13£0.05 (S| =
1.61), 0.4£0.001 (S| = 0.5) and 0.21 £0.02 pug/mL for DU145, MCF7, Hela and PNT2, respectively.

inhibited, whereas, at lower concentrations, they decreased
by 25% and 16, 4%, respectively. Additionally, 2.5 pg/mL and
1.25 pg/mL significantly inhibited DU145 colony-forming by
87.3% and 39.2%, respectively. PNT2, on the other hand,
showed a reduction of only 44% at 2.5 pg/mL but an
increase of 92% at 1.25 pg/mL (Figure 5(A,B)). Noteworthy
that there was no colony-forming when all cell lines were
treated with the highest concentration of DCMF or
doxorubicin.

The DCMF reduces tumor cell migration

Considering that DCMF reduced cell viability and colony for-
mation in all tumor lines, we conducted migration and AFM
assays using only DU145, as the non-tumor cell line is also
derived from prostate tissue (PNT2). When tumor cells were
exposed to 1.25 and 2.5 pug/mL, the closing areas were 20.9%
and 32.6% smaller, respectively, than the negative control.

DCMF inhibited tumor cell motility in a concentration-
dependent manner (r=-0.751, p< 0.05). By contrast, no
effect on non-tumor cells was observed (Figure 5(C-D)).

The DCMF induces ultrastructural alterations in
tumor cells

AFM images of prostate cells exposed to DCMF showed mor-
phological changes according to the DCMF concentration
(Figure 6(A), tumor cells in images a-f and non-tumor cells in
images g-m). The ultrastructural changes (as holes) in the
tumor cells nuclear membrane surfaces were observed at
1.25 and 2.5 pg/mL (e-f). Interestingly, PNT2 treated with the
same DCMF concentrations exhibited fewer alterations
(images |-m). The brown scale colors in the images denote
different heights, with light and dark denoting the upper and
lower topography, demonstrating that differences in mem-
brane height increase with DCMF concentration.
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A)

NC  1.25pg/mL 2.5 pg/mL

Migration (%)

89

(B)

CJ PNT2
B DU145

NC 1.2 ug/mL 2.5 pg/mL

NC

1.25 pg/mL 2.5 pg/mL

Figure 5. Colony formation and cell migration in tumor and non-tumor prostate cell linestreated with DCMF. (A) Representative images of a colony-forming assay
in prostate tumor and non-tumor cells with and without DCMF treatment and (B) the respective quantitative analysis. (C)Representative images of gaps observed at
0 and 24 h in the prostate tumor cells with and without DCMF treatment using wound healing assay and (D) the quantitative analysis of prostate cells. DCMF:
dichloromethane fraction. NC: negative control. PNT2: prostate non-tumor cell line. DU145: prostate tumor cell line. The experiments were carried out three times in
duplicate. Different letters indicate significant differences by ANOVA followed by Tukey's test (p< 0.05).

Subsequently, we performed a quantitative analysis of cell
roughness by calculating the mean square surface roughness
of the membrane (Rg) to measure the nuclear membrane’s
nanostructure. Surface roughness is estimated from the devi-
ations of the measured two-dimensional z-value profile from
an ideal surface (Antonio et al. 2012). Untreated DU145 pre-
sented a roughness of 7.9+0.43 nm, whereas DCMF-treated
DU145 (125 and 25 pg/mL) showed a roughness of
11.6+1.42nm and 15.37 3.9 nm, respectively, with a positive
correlation between DCMF concentration and tumor cell
roughness (r=0.857, p< 0.05). For PNT2, on the other hand,
cell roughness increased only at the highest concentration
(25 pg/mL), resulting in an Rq equal to 10.78+2.23nm
(Figure 6(B)).

Colony-forming, migration rate, and roughness were
tested by Spearman’s non-parametric test. The results
showed a positive correlation between the migration and col-
ony formation capacity of the tumor cells (r=0.692, p< 0.05).
On the other hand, migration and roughness were negatively
correlated (r=-0.608, p< 0.05). Likewise, colony-formation
and roughness exhibited an inverse correlation (r=—0.806,
p< 0.05). These findings suggest that DCMF has a concentra-
tion-dependent antitumor effect (Figure 7).

Discussion

Chemotherapy remains the most often used cancer treat-
ment, despite its high toxicity. As a result, antitumor drugs

with fewer toxicological effects have been required
(Choudhariet al. 2020, Siddiqui et al. 2022). Taking this into
account, we investigated the biological effects of DCMF (con-
taining three structural dimeric flavonoids) on tumor cell
lines. It is noteworthy that developing a robust protocol is
critical to avoid false-negative or false-positive results in vitro
assays, which are caused mainly by drug-medium component
interaction. For example, Ribéreau-Gayonet al. (1995), Knopfl-
Sidler et al. (2005), and Faheina-Martins et al. (2011) reported
the effect of FBS on the cytotoxic activity of plant extracts.
Recent studies attributed lower cytotoxicity of flavonoids
(Fujii et al. 2019) and saponins (Lin et al. 2017) to their inter-
action with the albumin in FBS. Thus, we determined the
optimal conditions to perform all assays in the current study.
The findings showed that FBS inhibits the DCMF’s cytotoxic
activity on tumor cells in a concentration-dependent manner.
We confirmed a strong interaction between the three
unusual dimeric flavonoids and BSA using molecular docking,
suggesting that the cytotoxicity reduction could be due to
the structural affinity of BSA for the flavonoids, potentially
reducing their availability. As a result, we conducted all
experimental in vitro assays (cytotoxicity, genotoxicity, cell
reproduction, and cell migration) using cells maintained in
culture medium supplemented with 1% FBS.

Regarding cytotoxicity, the DCMF significantly reduced
the viability of tumor cells, corroborating with previous
studies in which the antitumor activity was demonstrated
for extracts (Serpeloni et al. 2020) and for each of the three
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1.25 pg/mL

2.5 yg/mL

NC 1.25 yg/mL 2.5 pg/mL

Figure 6. Atomic force microscopy images of the nuclear membrane surface of prostate cells with and without DCMF treatment and the quantitative analysis of
cell roughness. (A) AFM images of prostate cells showing morphological changes according to the DCMF concentration. (a-c): Morphology of tumor cells and (d-f):
membrane ultrastructure images (5 um x 5 um) in corresponding cell region indicated by green frame. (g-i): Morphology of non-tumor cells and (j-m): membrane
ultrastructure images (5 um x 5 um) In corresponding cell region indicated by green frame. The blue arrow Indicates the holes in the membrane surface. (B): quanti-

tative analysis of cell roughness. PNT2: non-tumor prostate cell line. DU145: prostate tumor cell line. NC: negative control. Different letters mean there is a difference
by ANOVA followed by Tukey’s test p < 0.05.
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Figure 7. 3D scatter plots among migration, colony formation, and roughness according to cell types. Green dots indicate the prostate non-tumor cell line, and red
dots indicate the prostate tumor cell line.

brachydins separately (Nunes et al. 2020, de Oliveira et al. containing the three brachydins showed antitumor activity
2021). Recently, de Lima et al. (2022) described this ability with a lower IC5o, suggesting a synergistic effect of these
also in glycosylated brachydins. In our study, the DCMF rare flavonoids.
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Interestingly, the DCMF also reduced almost 90% of pros-
tate tumor colony-forming in a concentration-dependent
manner, reinforcing its ability to control cell proliferation and,
consequently, the tumor progression. Likewise, de Oliveira
et al. (2021) and de Lima et al. (2022) also reported the anti-
proliferative effect of brachydins but evaluated each one sep-
arately and for a more extended period. Interestingly, the
lowest concentration of DCMF significantly increased PNT2
cell proliferation, while the highest concentration decreased
it. Various substances exhibit ambiguous dose-dependent
pharmacological effects, with low doses having a stimulatory
effect and high doses having a toxic effect, a phenomenon
referred to as biphasic dose-response or hormesis (Calabrese
and Baldwin 2002). Future research should elucidate this phe-
nomenon, which was observed only in normal cells exposed
to DCMF.

Cell migration is required for the tumor to spread to other
parts of the body, increasing the risk of death (Wu et al.
2021). Thus, considering that antitumor candidates should
possess anti-invasion and anti-metastatic activities (Steeg and
Theodorescu 2008), we evaluated cell motility to determine
the migration rate, according to Kabata-Dzik et al. (2017). Our
data showed that DCMF significantly inhibited DU145 migra-
tion, with no effect on non-tumor cells, corroborating de
Lima et al. (2022), who obtained similar results evaluating
glycosylated brachydins. Hence, the DCMF is promising since
it possesses three critical antitumor properties, i.e., cytotoxic,
antiproliferative, and antimigration capacities, with selectivity
against tumor cells (IS > 1.6). Additionally, as no individual
brachydin isolation is required, the DCMF is less expensive to
manufacture.

Considering that several antitumor agents may act by
inducing DNA damage (Gurova 2009, Reuvers et al. 2020), we
also investigated whether this would be a possible mechan-
ism involved in the 'DCMF antitumor activity. Our main
objective was to determine the capacity of DCMF to cause
DNA damage at concentrations defined in the cytotoxic
assays (ICso). We tested three concentrations (ICsp, /2 1Csg,
and 2 x ICso) within 3 and 24h of treatment. Our results
agree with other authors who evaluated the genotoxic or
mutagenic potential of brachydins. Resende et al. (2017)
reported that the DCMF did not cause mutations in bacteria,
while Nunes et al. (2020) tested each brachydin individually
and did not detect genotoxicity. DNA damage-inducing che-
motherapeutics maintain a prominent position among the
strategies used to treat cancer. However, usually, they are
poorly selective, causing a variety of adverse effects, includ-
ing an increased secondary cancer risk (Wang et al. 2019,
Reuvers et al. 2020). Thus, antitumor agents that do not
cause DNA damage are of great interest, as most side effects
will be reduced (Gurova 2009).

Finally, we used AFM to demonstrate for the first time, to
our knowledge, the ultrastructural impact of DCMF on human
prostate cancer cells. AFM is a powerful nanotool imaging
technique that enables us to visualize cellular molecules
(Pillet et al. 2014, Dufréne et al. 2017) and probe drug-
induced damage to cellular morphology (Lekka and Laidler
2009, Wang et al. 2009). Our analysis revealed an increase in
the number of holes and roughness of the cell membrane,

most notably in tumor cells, in a concentration-dependent
manner, corroborating with the cytotoxicity, clonogenicity,
and migration effects observed in DCMF-treated cells.
Previous studies have demonstrated that flavonoids may
interact with cell membranes by penetrating their hydropho-
bic or interphase spaces and rearranging the membrane ele-
ments involved in signal transmission, metabolism regulation,
or other biological functions (Tsuchiya 2010, 2015, Escriba
et al. 2015).

The roughness of the cell membrane reflects the presence
of macromolecules and their various aggregated states and
changes in these structures caused by cell injury (Yeowet al.
2017). Notably, there are differences between the compo-
nents of tumor cell membranes and those of normal cells,
enabling roughness parameters for diagnosis and evaluation
of antitumor therapy strategies (Wang et al. 2009, Tan et al.
2017). Changes in membrane roughness have been described
in tumor cells (Wang et al. 2016), erythrocytes (Buys et al.
2013), and fibroblasts (Chang et al. 2017), which were associ-
ated with abnormalities of the cytoskeleton. Recently, studies
have demonstrated an association among migration, inva-
sion, and colony formation with alterations in the cytoskel-
eton of actin in tumor cells treated with cisplatin (Raudenska
et al. 2019), equinomycin (Chen et al. 2020), and graphene
oxide (Wang et al. 2020). Taking in account the reduction of
migration and colony-forming and the higher roughness in
DCMF-treated tumor cells, we suggest that the antitumor
activity may be related to changes in cytoskeletal proteins.
However, further investigations are needed to better eluci-
date the mechanism underlying the antitumor activity
of DCMF.

Under the experimental conditions of this study, we con-
clude that DCMF isolated from A. brachypoda roots reduces
the viability of tumor cells without causing DNA damage. In
addition, DCMF inhibits the proliferation and migration of
tumor cells, whose membranes exhibit concentration-
dependent ultrastructural alterations. These results suggest
that DCMF may be a promising anticancer agent with lower
toxicity to normal cells.
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Munim River is a small basin (15,918.04 km?,
320,000 inhabitants) in northcastern Brazil (Maranhdo
state). whose water quality has been threatened by
pesticides, untreated domestic and industrial wastewater
discharges. and solid waste disposal (Presoti and Cutrim,
2011). These pollutants may bring several problems to the
aquatic biota, such as mutagenic and carcinogenic effects
(Bolognesi and Hayashi, 2011) including risks to human
health. Therefore, it is critical to understand the potential
impacts of xgnobiotics on this river basin, especially their
genotoxic and mutagenic effects. We investigated the
genotoxic and mutagenic potential of the Munim River
waters Lo assess the impact of the presence of xenobiotics
on the aquatic biota.

We collected water from two sampling sites (Figure 1)
in September 2015 (dry season). As test organism, we
used 40 juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
obtained from local fish farms, which were acclimatized to
experimental conditions for 30 days in a 1,000-L (Liter) tank
and maintained with constant filtration and acration system.
Fish were fed three times a day with commercial fish food
at a proportion of 5% of their biomass. Four 80-L water
glass tanks containing ten fish cach were used, as follows:
a) negative control (tap water from a well): b) positive
control (intraperitoneal injection of cyclophosphamide at
50 mg/kg): ¢) Water from Sampling site 1: and d) Water
from Sampling site 2. Fish were exposed to treatments for
72 hours without the provision of food in a static system
with constant acration (Ethics Committee Permit: CEUA
#23115.008075/2016-12).

We measured genotoxic and mutagenic effects of
water samples on the erythrocytes from tilapias using
the comet assay (Singh et al., 1988: Tice et al., 2000)
and the micronucleus test (Hooftman and Raat, 1982),
respectively. For comet assay, we acquired the damage
scores by observing the number of nucleoids in cach damage

Braz. J. Biol., 2019, vol. 79, no. 2, pp. 365-367

class (0 to I'V) per sample under fluorescence microscopy.
The damage score was calculated by multiply ing the number
of nucleoids in each class by the respective class value
according to Speit and Hartmann (1995). DNA damage
scores revealed a normal distribution (Shapiro-Wilk test)
and were analyzed by ANOVA (analysis of variance)
followed by Tukey test (p <0.05). The frequency of
micronuclei was determined by observing 1000 cells per
sample under light microscope. Because data did not fit
into normal distribution. we applied the Kruskal-Wallis
test, followed by Student-Newman-Keuls test (p <0.05).

Water from both sampling sites proved to be genotoxic
and mutagenic to O. niloticus. Cells showed high DNA
damage. showing high genotoxicity (Figure 2A). similar to
the positive control (p <0.05). We also found a significant
increase in the frequency of micronuclei when all groups
arc compared to the negative control (p <0.05) (Figure 2B).

Sampling sites are 181 km apart and showed the same
level of DNA damage and mutagenic cffects, revealing that
harzadous xenobiotics are widely dispersed along the basin.
Both sites are located m a region characterized by small
subsistence agriculture and discharge of untreated sewage.
The city of Chapadinha (Sample site 1) and others regions
from Middle-Upper Munim drainage are also affected by
large scale transgenic soybean cultures (Presoti and Cutrim,
2011) dependent on the use of the glvphosate herbicid.
which has been shown to be genotoxic and mutagenic to
fish, even at low concentrations (Moreno et al., 2014).
Other studies have showed that several compounds. even in
small concentrations, may be associated with genotoxicity
and mutagenicity on aquatic organisms (Barberio et al.,
2009). Some compounds, such as surfactants, phenols. and
metals, together with untreated domestic and industrial
wastewater discharges are also associated to genotoxic
and mutagenic effects in fishes and might be present in
the Munim waters (Steffens et al., 2015).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywurds: Leishamaniasis is a neglected disease caused by over 20 Leishmania species, occurring in more than a hundred

queﬂﬂ‘o’“fiw countries. Miltefosine (hexadecylphosphocholine) is the single oral drug used in treatment for leshmaniases,

:3"“::8“““‘“)’ including cases of infections resistant to pentavalent antimony. Our group has recently demonstrated the ability
loxidant

of miltefosine to cause genomic lesions by DNA oxidation. Acknowledging that antioxidant compounds can
potentially modulate Reactive Oxygen Species (ROS), our study verified whether ascorbic acid reduces the
genotoxic and mutagenic effects caused by miltefosine, and whether it interferes with drug efficacy. For this
purpose, uninfected Swiss mice received simultaneous (single dose treatment) miltefosine and ascorbic acid
(gavage and intraperitoneally), besides pre and post treatments (ascorbic acid 24 h before and after drug ad-
ministration); furthermore, Balb/c mice infected with Leish ia inft received miltefosine plus ascorbic
acid (repeated doses treatment). We conducted comet assays, micronucleus tests, dosages of superoxide dis-
mutase enzyme and parasitic burden by the limiting dilution assay. We observed that ascorbic acid administered
intraperitoneally displayed a protective effect over damage caused by miltefosine. However, this effect was not
not observed when the same doses were administered via gavage, possibly due to low serum levels of this
antioxidant. Ascorbic acid's protective effect reinforces that miltefosine damages DNA by g its m-
trogenous bases, which is reduced by ascorbic acid due to its ability of protecting genetic material from the
action of ROS. Therefore, our results show that this drug is efficient in reducing parasitic burden of L. infantum.

Leishmania, Impavido™

1. Introduction Treatment for leishmaniasis is very restricted, consisting mostly of

two pharmacological lines: antimonials (meglumine antimoniate and

Leishmaniasis comprise a group of non-contagious, highly ne-
glected, parasitic and chronic infectious diseases caused by protozoa of
the genus Leishmania (Brasil et al., 2017). There are three main forms of
the disease: cutaneous leishmaniasis, the most common form, which
causes skin lesions; mucocutaneous leishmaniasis, which leads to par-
tial or total destruction of mucous membranes; and visceral leishma-
niasis, which is fatal if not treated appropriately. Visceral leishmaniasis
is broadly distributed and recorded in 102 countries, with over 90% of
the cases occurring in the following countries: Bangladesh, Brazil,
Ethiopia, India, South Sudan and Sudan. We estimate that around 700
thousand to 1 million new cases of this disease surface every year, out
of which 500 thousand correspond to the visceral form of leish iasi

sodium stibogluconate) and non-antimonials (pentamidine, amphoter-
icin B, paromomycin and miltefosine). Pentavalent antimonials are still
commonly used (Almeida and Santos, 2011), even if several studies
have already declared them highly toxic (Demicheli et al., 2002; Kato
etal., 2014) and mutagenic (Lima et al., 2010; Cantanhéde et al., 2015;
Moreira et al., 2017; de Jesus et al., 2018).

In the past decade, a non-antimonial drug has gathered attention in
treatment of leishmaniasis: miltefosine (hexadecil 2- (trimethylazionyl)
ethyl phosphate). Also known as hexadecylphosphocholine, miltefosine
was created in the United States, in the 1980's, originally for treatment
of skin cancer. Following studies demonstrated that it also presented
antileis} ial activity and, in 2002, countries such as India, Nepal

generating 20 to 30 thousand deaths a year (WHO, 2017).

and Bangladesh introduced it in treatment of leishmaniasis (Moore and
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ABSTRACT
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Ruthenium complexes are being ¢ d as novel ch herapeutic alternatives for cancer treatment. In our
study, we assessed the antitumoral activities of novel ruthenium complexes coupled to the amino acids proline
(RuPro) and threonine (RuThr) in prostate tumor cell lines (DU145) and breast (MCF7), and normal cell lines of
the lung fibroblast (GM07492A). Our results revealed that the ECs, of the complexes for DU145 and MCF7 was
two times lower than that GM07492A. Moreover, RuPro and RuThr were not able to induce significant genomic
instability, cell cycle arrest or cell death in GM07492A, but could induce DNA damage, arrest in G2/M and
apoptosis in DU145 and MCF7. Furthermore, BAX, TP53 and ATM were found to be upregulated in DU145 and
MCF?7 treated with RuPro and RuThr, in which, a higher ASCT2 gene expression was also observed. Using
molecular docking, RuPro and RuThr interact with ASCT2, suggesting that this transporter might have a pivotal
role in the execution of their activities. Hence, our results with RuPro and RuThr are capable of selectively
inducing genetic damage, cell cycle arrest and apoptosis in DU145 and MCF7. We suggest that the selective
action of the RuPro and RuThr complexes is related to the higher expression of ASCT2 in the tumor cells.

1. Introduction

zinc (Pan et al., 2017) and iron (Estrada-Montano et al., 2017) have
revealed that they are potentially cytotoxic to different tumor cell lines.

Although cancer is the second deadliest disease in the world (Ferlay
et al., 2015), therapeutic options are still restricted, and some inorganic
compounds such as cisplatin and carboplatin are commonly being used
for the treatment of several types of cancers. However, due to a series of
adverse effects associated with the usage of these platin-based com-
pounds, investigation of new antitumor drugs is ongoing (Alama et al.,
2009; Albert et al., 2015). Studies on the complexes of copper, cobalt,

Herein, we will focus on ruthenium complexes that have been synthe-
sized and tested for different biological activities, including as pro-
mising drugs against several tumor cell lines (Mari et al., 2015; Pages
et al., 2015; Adeniyi and Ajibade, 2016).

The antitumor properties of the ruthenium complexes may have
different mechanisms of action. These mechanisms generally include
mitochondria pathways, death receptor-mediated pathways, and
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