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RESUMO

O céncer é uma das doencas que mais matam, atualmente, no Brasil, apresenta projecdes
alarmantes até 2030. Em face dos problemas relacionados ao tratamento oncol6gico, como
o comprometimento de células saudaveis e, consequentmente, a presenca de efeitos
adversos, é imperativo a busca de substancias alternativas que possam apresentar efeitos
antineoplasicos e que sejam eficazes no tratamento dos pacientes com essa doenca. Desta
forma, o uso de compostos bioativos tem sido amplamente utilizado no combate as
neoplasias.  Assim, a substdncia 1-desoxinojimiricina (1-DNJ) isolada da Bagassa
guianensis pode ter grande potencial anticancerigeno. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da 1-DNJ em diferentes linhagens celulares cancerigenas para
investigar as possiveis agdes antineoplasicas in vitro utilizando linhagens de células de
cancer de adenocarcinoma gastrico (ACP02) e glioblastoma (A172). Para isto, foi avaliado
0 efeito da substancia 1-DNJ na viabilidade celular in vitro apds 72h de tratamento nas
linhagens celulares ACP02 e a A172. Também avaliamos o efeito deste composto bioativo
no padrdo de migracao celular, morte celular por apoptose e alteragcdes no ciclo celular
utilizando citometria de fluxo, na producdo de oxigénio reativo e sua capacidade
antioxidante em sistema livre de células. Os resultados demonstram que a 1-DNJ promove
reducdo significativa da viabilidade celular com de cultura de células cancerigenas tanto
em linhagens de células de glioblastoma (A172) na concentracdo de 6mM (65.88 +6.89%)
quanto de células gastricas cancerigenas (ACP02) na concentracdo de 8mM (82.6 £ 3.13%)
em relacdo aos seus repectivos controles negativos. A reducdo da viabilidade parece ser
mais efetiva em linhagens de células de glioblastoma, comum ic50 de 5.3 mM quando
comparado as outras linhagens ACP02 (19.3 mM) e MRC5 (21.8 mM). Propomos que a
reducdo da viabilidade pode estar relacionada a diminuicdo da producdo de oxigénio
reativo em ambas as linhagens apds o tratamento com 1-DNJ. Além disso, a 1-DNJ
promove parada no ciclo celular, impede a migracao celular e induz morte celular do tipo
necrose na linhagem ACPO02 e apoptose na linhagem A172. Desta forma, sugerimos que a
1-DNJ pode ser uma substanica quimiopreventiva importante e eficaz para o tratamento do

cancer do tipo glioblastoma e adenocarcinoma gastrico.

Palavras chaves: Cancer, 1-DNJ, adenocarcinoma gastrico, glioblastoma multifome



ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that kill the most in Brazil, with alarming projections until
2030. In view of the problems related to cancer treatment, such as the compromise of
healthy cells and, consequently, the presence of adverse effects, it is imperative to seek of
alternative substances that may have antineoplastic effects and that are effective in the
treatment of patients with this disease. In this way, the use of bioactive compounds has
been widely used in the fight against neoplasms. Thus, the substance 1-deoxynojimyricin
(1-DNJ) isolated from Bagassa guianensis may have great anticancer potential. In view of
the problems related to cancer treatment, such as the impairment of healthy cells and,
consequently adverse effects, it is necessary to search alternative substances that may have
antineoplastic effects and they are effective in the treatment of patients with this disease.
The objective of this study was to evaluate the effect of 1-deoxynojirimycin (1-DNJ)
extracted from wood residue of the species Bagassa guianensis in different cancer cell
lines to investigate possible antineoplastic actions in vitro using gastric adenocarcinoma
and glioblastoma cancer cell lines. To do that, it was evaluated the effect of the substance
1-deoxynojirimycin on cell viability in vitro after 72h of treatment in cell lines ACP02 and
Al72. We also evaluated the effect of this bioactive compound on cell migration pattern,
cell death by apoptosis and cell cycle changes using flow cytometry and reactive oxygen
production. The results showed that 1-deoxynojirimycin makes a significant reduction in
cell viability of cancer cell cultures in both glioblastoma (A172) and gastric cancer cell
(ACPO02) cell lines. The reduction in viability appears to be more effective in glioblastoma
cell lines, with a common ic50 much lower when compared to other cell lines. We propose
that the reduction in viability may be related to the decrease in reactive oxygen production
in both lines after treatment with 1-DNJ. Besides that, 1-DNJ interrupts the cell cycle,
prevents cell migration and induces necrosis-like cell death in the ACP02 lineage and
apoptosis in the A172 lineage. Therefore, we suggest that 1-deoxynojirimycin may be an
important and effective chemopreventive substance for the treatment of glioblastoma and

gastric adenocarcinoma cancers.

Keyword: Cancer, 1-DNJ, glioblastoma multiform, gastric adenocarcinoma
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1. INTRODUCAO

O céncer ¢ um grave problema de salde publica e a segunda causa de morte na
América do Norte e na Europa. Estima-se que até 2030, tanto o cancer de préstata quanto o de
pulmdo ainda serdo as neoplasias malignas mais frequentes em todo mundo, enquanto que o
cancer de estbmago passara a ser o oitavo mais frequente (QUANTE et al., 2016).

Na América do Norte a estimativa é de 27.600 novos casos de cancer de estdbmago que
estavam previstos para ocorrer no ano de 2020 em ambos 0s sexos, ja que as analises desses
dados referem-se aos ultimos 4 anos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). Além disso, 23.890
novos casos de cancer do sistema nervoso central e periférico foram estimados para 0 mesmo
ano. (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).

No Brasil, dados epidemioldgicos referentes as mortes por cancer, no periodo de 1996
a 2010, em ambos os sexos e em diferentes regides do Pais, demonstraram que as neoplasias
ainda continuam sendo a segunda causa de morte, principalmente nas regibes Norte e
Nordeste, que se destacam em relacdo as demais regides brasileiras pelo aumento do nimero
de casos com a doenca (BARBOSA et al., 2015). Nesse contexto, em face da alta prevaléncia
e mortalidade desta neoplasia, é imperativo o desenvolvimento de novas medidas terapéuticas

para enfrentar a doenca e contribuir para o aumento da sobrevida dos pacientes.

Entre as novas medidas terapéuticas investigadas contra o cancer, uma tendéncia é
investigar o potencial antineoplasico de compostos provenientes de plantas, por meio de
substancias isoladas ou extratos de plantas que contém compostos com efeitos antioxidantes,
antitumorais, e antinflamatérios. Por exemplo, ja foi demonstrado que o extrato de Morus
nigra que possui alto teor de 1-DNJ pode prevenir os efeitos carcinogénicos em modelo in
vitro de cancer gastrico (TANG et al., 2020).

Outras substancias isoladas de plantas, como a brosimina b proveniente da Brosimum
acutifolium, podem apresentar efeito antineoplasico em linhagens de células de glioblastoma
C6, alterando o padrdo de migracdo e proliferacdo de células cancerigenas (MAUES et al.,
2019). Sendo assim, esses estudos despertaram 0 nosso interesse em investigar o potencial
antineoplasico de compostos isolados de outras plantas amazdnicas, como a Bagassa
guianensis Aubl. A B. guianensis.é¢ uma planta nativa da América do Sul bastante utilizada na
industria madeireira da regido, pertencente a familia Moraceae e possui um alto teor de
aminosacarideos, como o 1-DNJ, além de outros compostos bioativos como flavondides e
moracinas (ROYER et al., 2010).
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Deste modo, sabendo que a B.guianensis pode produzir compostos bioativos capazes
de combater os danos celulares induzidos pelo microambiente tumoral. O presente estudo
busca avaliar o efeito da 1-DNJ contra o céncer, utilizando como modelo experimental

linhagens de cultura células géastricas cancerigenas ACP02 e glioblastoma multiforme A172.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Considerac0es gerais

O céancer é uma das principais causas de morte por doencas ndo transmissiveis no
mundo e continuara sendo umas das enfermidades que mais mata até 2030 (BRAY et al.,
2012). O curso temporal da doenga é caracterizado por estagios como iniciacdo, promogao e
progressao de células tumorais, que sdo caracterizadas pelo acimulo de alteracfes genéticas e
epigenéticas que contribuem para a proliferacdo e migracdo de células anormais que podem
ter sofrido modificagdes genéticas e/ou epigenéticas e alteracbes no microambiente celular
(KOH; HO; PAN, 2020).

O estégio de iniciacdo pode estar relacionado a agentes carcinogénicos que promovem
mutac6es em células normais ocasionando dano ao DNA, alteragcdes no namero de cépias de
DNA (CNAs) e alteragdes na expresséo génica (KOH; HO; PAN, 2020). Nesta fase, as lesdes
oxidativas também sdo importantes para a ocorréncia de novas mutagdes, pois varias
evidéncias mostram que a producdo excessiva de peroxido de hidrogénio (H,0,) é capaz de
promover a proliferacdo de células cancerigenas favorecendo a progressao da doenca (ASSI,
2017).

O aumento do estresse oxidativo esta relacionado ao aumento excessivo da producédo
de radicais livres na célula como o anion superoxido (O;") e H,O,, que acaba sobrecarregando
os sistemas de defesa antioxidante e que pode causar ndo s6 a morte de células normais, mas
também a proliferacdo de células tumorais por vias diferentes das que ocorrem em condigdes
homeostaticas (ASSI, 2017). O anion superoxido encontra-se elevado em células cancerigenas
e este radical € fundamental no processo de iniciacdo do cancer, uma vez que atua ativando
vias de sinalizacdo celular que levam a tumorigenesis, fatores de crescimento, diferenciacéo
celular, morfogénese tecidual, angiogénese, metastase (SAIKOLAPPAN et al., 2019).

A producdo excessiva de H,O; causa ativacao de trés vias de sinalizaces bioquimicas
importantes para o crescimento tumoral. A primeira € a via fosfatidilinositol 3-cinase
PIBK/AKT que em ceélulas ndo neoplasicas sdo importante para crescimento e motilidade
celular (TABIBZADEH, 2021). Essa via no cancer contribui para a proliferacdo celular
evitando a morte por apoptose, assim como para invasdo celular, sobrevivéncia e

diferenciacdo das células tumorais (ZHANG et al., 2019).
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Um ensaio in vitro em linhagens de células de hepatocarcinoma humano (HepG2)
usando o composto natural calicopterina isolado da planta Dracocephalum kotschyi, mostrou
que este composto regula a via PI3K/AKT diminuindo a fosforizagdo do AKT, cujo efeito
pode estar associado com o aumento do numero de celulas na fase G2 da mitose (G2/M) ,
caracterizando parada no ciclo celular em comparacdo ao uso do inibidor LY294002 da via
PI3K (ESMAEILI; FARIMANI; KIAEI, 2014). Em outros tipos de tumorais avaliados in
vitro, como o cancer da vesicula biliar, também foi observado inibicdo da proliferacéo celular
e aumento da apoptose, possivelmente regulada por essa via, quando tratadas com o composto
natural dioscina isolado da espécie Dioscorea sp (SONG et al., 2017).

Além da via PI3K/AKT, outra via importante ativada por espécie reativas de oxigénio
(EROS) no cancer é a via MAPK (proteina cinase ativada por mitégeno) e proteinas-
serina/treoninas cinases tipo ERKY?, que atua promovendo processos inflamatérios na célula
dependente do fator de transcricdo NF-KB (fator nuclear kappa B) e alterando o
microambiente celular (RAMALINGAM et al., 2020). Em cultura de células microgliais, um
composto bioativo chamado de matairesinol foi capaz de proteger as células contra
inflamacéo inibindo a via ERK1/2 e evitando que o NF-kb seja transportado para o nucleo
promovendo inflamacdo (XU et al., 2017).

Por fim a terceira via envolve a ativacdo do fator indutor de hipéxia HIF-1a que
contribui para a sobrevivéncia das células cancerigenas durante privacdo de oxigénio e glicose
(CORTES et al., 2019), (figura 1).
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Figura 1 - Esquema representativo dos mecanismos do processo de iniciagdo do cancer apos

exposicdo de uma célula normal a agentes carcinogénicos
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Legenda: No cancer as espécies reativas de oxigénio pode induzir a ativacdo de 3 vias importantes que
favorecem a progressdo do cancer como a via fosfatidilinositol 3-cinase PI3K/AKT que quando
ativada promove a sobrevivéncia e proliferacdo. Também ativa a familia de proteinas cinases
MAPK/ERK ¥ que favorece a migracdo e invasdo celular. Além disso, ocorre a ativacdo do fator
indutor de hipoxia HIF-1a.

Fonte: Adaptado de KOH; HO; PAN, 2020.

Além da ativacdo dessas vias, as EROS no desenvolvimento da carcinogénese tambem
contribuiem para a regulacdo da resposta antioxidante, como através do fator nuclear do
eritroide 2 (Nrf2), que nestas condicdes sdo translocados para o nucleo e contribuem com a
producdo de antioxidantes como a glutationa (PERILLO et al., 2020). Isso mostra que as
ERQOS ainda tém um efeito dual em células cancerigenas pela producdo de estresse oxidativo
gue podem ocorrer mesmo em células cancerigenas. Assim, estudos com novas drogas podem
induzir estresse oxidativo nessas células neoplasicas por sobrecarregando a atividade das
enzimas antioxidantes, induzindo a morte celular e melhorando o progndstico dos pacientes e
impedindo a ativacdo de vias de sinalizacdo que podem contrinuir com o0 processo de
tumorigénese (figura 2) (PERILLO et al., 2020).
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Figura 2 - Mecanismo de morte celular induzida por dano oxidativo em células cancerigenas

DANO OXIDATIVO

Célula Cancerigena Célula Cancerigena Lesionada

Legenda: A producdo excessiva de EROS também pode promover a morte de células cancerigenas
promovendo dano no DNA, dano mitocondrial, aumento da P53 e diminuicdo de proteinas como a
BCI-2 que pode levar a morte celular por apoptose.

Fonte: Adaptado de Perillo et al., 2020.

A apoptose é caracterizada como morte celular programada que pode ser ativada por
sinais externos ou internos e cujos sinais patoldgicos séo o encolhimento celular, densificacdo
do citoplasma e compactacdo das organelas (ELMORE, 2007). A fuga de mecanismos de
morte celular por apoptose ou outros tipos de morte celular como necrose sdo muito evidentes
em algumas neoplasias e a desregulacdo nesse processo pode favorecer a resisténcia a terapias
farmacoldgicas, consequentemente, a progressao da doenca (PISTRITTO et al., 2016).

A cascata de sinais apoptéticos também foi descrita in vitro utilizando ovos do anfibio
Xenopuslaevis, cultivados em tubos de ensaio, corados com o substrato da caspase 3/7
chamado de Z-DEVD- R110, um fluorocromo que ao ser misturado a esse sistema é
hidrolisado pela caspase 3 e 7, revelando uma fluorescéncia que se espalha difusamente pelo
citoplasma em uma velocidade constate (CHENG; FERRELL, 2018). Este experimento
mostrou que a apoptose também pode ocorrer através de gatilhos autoregeneradores que
englobam varios feedbacks positivos relacionados a ativacdo de proteinas citosolicas como
caspase 3, 7, 9, Bax (proteina recombinate) e proteina BAK (CHENG; FERRELL, 2018).
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Além dessas proteinas também foi relatada a proteina supressora tumoral p53 que no cancer
apresenta-se mutada ou silenciada no cancer e esté relacionada a apoptose e a parada do ciclo
celular (WANG; SIMPSON; BROWN, 2015).

No processo de carcinogénese as mutagdes genéticas e instabilidades cromossdmicas
também contribuem para o processo de metéastase que pode ser desencadeado pela invasao e
migracdo destas células neoplédsicas A migracdo celular é uma das principais vias de
investigacdo no cancer tanto para acompanhar a evolucdo da doenca, quanto para avaliar a
acdo de farmacos que possam impedir o a migracdo celular E o uso de compostos bioativos
tem se mostrado promissor em modelos in vitro utilizando cultura de células de linhagens

celulares cancerigenas.

2.2. MODELOS DE CULRURAS DE CELULAS CANCERIGENAS

2.2.1. Glioblastoma multiforme

As linhagens de células cancerigenas apresentam metabolismos similares aos tumores
originais e, por isso, sdo bons modelos de estudo no combate ao cancer, principalmente no
que se refere ao teste de novas drogas (BINDER et al., 2016). Uma das linhagens usadas em
abordagens in vitro para o estudo de neoplasias que afetam o sistema nervoso sdo células
derivadas de glioblastoma multiforme A172 isolado de um individuo adulto de 53 anos
(KISELEVA et al., 2016; XIONG et al., 2019).

A origem celular do glioblastoma multiforme (GBM) ainda ndo esta totalmente
esclarecida, acredita-se que ele pode ser oriundo de células estaminais localizadas na
substancia branca subcortical, lobo temporal na zona subventricular e no giro denteado do
hipocampo. As células cancerigenas dessas regibes podem se espalhar para outras areas do
encéfalo e € um tumor com alta resisténcia a radioterapia e a quimioterapia (OMURO, 2013;
WIRSCHING; GALANIS, 2016) (figura 3).

Figura 3 - Neuroimagem do glioblastoma.



16

Legenda: Em A, temos uma tomografia computadorizada de ressonancia magnética, e em B, refere-se
a uma tomografia (PET) pela emissdo de pésitron '®F-fluoro-etil-tirosine (FET) mostrando a

localizacdo e a dimensédo do tumor.
Fonte : Adaptada de Wirschingand Galanis (2016).

O glioblastoma é um céncer maligno cerebral primario que apresenta alta mortalidade
quando comparado a outros céanceres do sistema nervoso central e periférico (OMURO,
2013). Os principais sintomas associados sao dor de cabeca, aumento da pressao intracraniana
e epilepsia secundaria (GUAN et al., 2018). Além disso, estudos de casos revelaram que
pacientes com GBM também apresentar transtornos psiquiatricos, que ainda em fase inicial
do tumor, ndo sdo associados a neoplasia como sintomas de alteracdo de humor, déficit
psicomotor e perda de apetite. Essas alteracdes provocadas pelo microambiente tumoral,
muitas vezes ndo conseguem ser visualizadas no diagnostico por imagens (LEO; FRODEY;
RUGGIERI, 2020).

O GBM é o tumor mais comum do sistema nervoso central e atualmente sdo
classificados molecularmente em tipo selvagem de isocitrato desidrogenase (HDI), com
mutac6es de HDI e ndo especificos. Sdo identificadas atraves de exames histopatoldgicos e
por patogénese molecular por mutacdes no DNA, necrose pseudopapalicada e proliferacdo
endotelial (LOUIS et al., 2016; WIRSCHING; GALANIS, 2016). Essas alteracdes no gene
HDI favorecem ativacdo de vias celulares que podem promover migracdo ou até mesmo
reparo do DNA em GBM (VITOVCOVA et al., 2020).

A enzima isocitratodesidrogenase (HDI) é uma proteina fundamental para a respiracao

celular por participar da terceira etapa do ciclo do acido citrico e age como um catalisador da
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reagdo de isocitrato para a-cetaglutarato, cuja conversdo produz a forma reduzida de fosfato
de dinucleotideo nicotinamida e adenina (NADP™). Entretanto, a mutacdo de HDI promove o
consumo de NADP® e nestas condi¢cdes ela converte o o-Cetaglutarato em R-2-H-
hidroxiglutarato (R-2-HG), que é presente em 70% dos GBM. O R-2-HG impede que prolil-
hidroxilase 2 (PHD2) bloqueie a HIF-1a (fator 1-alfa induzivel por hipdxia) e favorece a
iniciacdo e progressdo do glioblastoma do tipo selvagem HDI(CLARK; YEN;
MELLINGHOFF, 2016; WESTPHAL; LAMSZUS, 2011), (figura 4).

Figura 4 - Desenho esquematico da conversao do a-cetaglutarato em R-2-H- hidroxiglutarato (R-2-
HG) pela mutacéo da isocitratodesidrogenase.
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Legenda: O &cido alfacetoglutarato é convertido em R-2-hidroxiglutarato pelo consumo de NADP* e
essa conversdo pode favorecer a iniciacdo e progressdo do cancer.
Fonte : Dados da pesquisa (2021).
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Além desta classificagdo o glioblastoma também subdivide-se em diferentes graus que
variam de | a IV. O grau | é mais frequente em individuos acima de 50 anos, sendo
caracterizado por um tumor benigno do tipo HDI selvagem; o grau Il apresenta mutacdo HDI
e € mais recorrente em individuos com idade inferior a 30 anos (LOUIS et al., 2016); o grau
I11 apresenta mutacdo do gene HDI e € mais recorrente em individuos idosos. J& os de grau IV
sdo os gliosarcoma, glioblastoma de células grandes e glioblastoma de células pequenas
(OMURO, 2013), também sdo chamados de glioblastoma multiforme que apresentam
mutacdo do HDI ou do tipo selvagem com grande ocorréncia em adultos (VITOVCOVA et
al., 2020).

O GBM, conforme observa-se, possui uma grande heterogeneidade molecular e além
das mutaces HDI, podem apresentar alteracGes estruturais, como dele¢Ges no bracgo curto e
longo dos cromossomos 1(1p) e 9 (9q), respectivamente, que levam a expressdo de
marcadores gliais, alta taxa de mitose, atipia nuclear, entre outros fatores que os tornam de
alta malignidade (GRIMM; CHAMBERLAIN, 2016). Adicionalmente, foram encontradas
mutac6es no gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (ESKILSSON et
al., 2018), proteina tumoral 53 (TP53) (HAM et al., 2019) e delecdo na neurofibronina tipo 1
(NF1) (FORTUNATO et al., 2018), os quais estimulam fenotipos malignos em GBM.

Essas mutacGes em GBM também favorecem alteragdes significativas que levam a via
aerobica de glicose, conhecida como efeito Warburg, no qual as células usam a lactato
desidrogenase A para a producdo de energia e lactato, com isso, evitam vias geradoras de
estresse oxidativo (BAYLEY; DEVILEE, 2012; VALVONA et al., 2016). Assim, as espécies
reativas de oxigénio no glioblastoma encontram-se naturalmente elevadas e favorecem
estagios de iniciacdo do tumor, 0 que ndo ocorre em condi¢bes basais em células nédo
neoplasicas (ORLICKA-PLOCKA et al., 2021).

Além disso, 0 GBM possui um constituicdo celular muito heterogénea, certamente,
possui a presenca de células infiltrantes no parénquima encefélico e que podem promover
edema vasogénico (NARO; NOVERATI; CRAIG, 2020; VAN DEN BENT; CHANG, 2018).

Conforme figura 5, as células tumorais sdo originadas a partir de modificacdes
genéticas em células-troncos neuronais normais. Esse processo de transformacdo confere aos
clones celulares recém-modificados caracteristicas tumorigénicas que podem favorecer
invasdo, migracao e proliferacdo celular exacerbada (WESTPHAL; LAMSZUS, 2011).



Figura 5 - Diferenciagdo de células troncos normais em células tronco de tumor neuroglial no

processo de tumorigénesis.
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Legenda: A presenca de agentes carcinogénicos promove alteracdes que podem induzir tumorigénesis

em células tronco normais e as transformando em células tronco de tumor e/ou agir nas células

progenitoras neurais que podem se diferenciar em diversos tipos de cancer, se um deles o astrocitoma.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Entre essas células presentes no GBM, podemos encontrar, no microambiente tumoral,

astrécitos e outras células glias que desempenham um papel fundamental na manutencdo da

homeostase ibnica pela ativacao de canais de calcio e potassio na célula tumoral, que quando

ativados contribuem com a progressao e iniciacao deste tipo de tumor (GUAN et al., 2018).

Essa neoplasia pode ativar astrocitos associados ao tumor (AAT) que por sua vez irdo

contribuir com o processo de invasdo celular em outros tecidos (BRANDAO et al., 2019).

Recrutamento de outras células, como neurdnios, células do sistema imunolégico e

componentes como vesiculas extracelulares, que promovem a ativacdo da via PI3BK/AKT

(BRANDAO et al., 2019), (figura 6).
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Figura 6 - Constituigdo do microambiente celular do glioblastoma multiforme.
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Legenda: Representacdo do microambiente tumoral do glioblastoma multiforme com presenca de células do tipo

neuroénios, astrocitos, microglia, além da presenca de vesiculas extracelular e vasos sanguineos.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Ademais, o paciente portador do glioblastoma multiforme possui uma sobrevida baixa
de pouco mais de um ano, mesmo com a disponibilidade de terapias como e a resseccao
cirdrgica, ainda € necessario a busca de novos tratamentos, a fim de aumentar a taxa de
sobrevida e as chances de cura do paciente (HANASHIMA et al., 2020).
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2.2.2. Cancer gastrico

O céancer gastrico (CG) ainda é considerado um problema de satde publica, visto que é
a quinta patologia que mais mata em todo mundo, sendo mais prevalente em homens em
relacdo as mulheres, (SMYTH et al., 2020). Em alguns paises, observa-se a diminui¢do do
namero de casos de CG, tal fato pode estar relacionado a estratégias de prevencao que foram
adotadas para o tratamento de individuos com infec¢do por Helicobacter pylori, a qual esta
presente em 90% dos pacientes diagnosticados com esse cancer (EUSEBI et al., 2020).

No Brasil, ainda é preocupante a taxa de mortalidade associada a essa patologia.
Infelizmente, um dos principais fatores que corroboram o aparecimento do CG é modo de
vida da populacgdo, tal como a peculiaridades gastrondmicas, que por vezes sdo alimentos
ricos em nitritos e nitratos (DE SOUZA GIUSTI et al., 2016), tendo em vista que uma dieta
pobre em vegetais e 0 consumo excessivo de alimentos salgados podem contribuir com o
aparecimento do cancer gastrico (STRONG, 2018).

Na regido norte do Brasil, o cancer de estbmago é o segundo mais frenquente.
Conforme o Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima-se, para o triénio de 2020 a 202, que
0 nimero de novos casos seja maior em homens do que em mulheres (INCA, 2020). Esse tipo
de cancer é comumente encontrado na regido estomacal, 6rgdo fundamental no processo
digestivo que compreende 3 regides, cardia, corpo e antro (ENGEVIK; KAJI,
GOLDENRING, 2020).

Um dos tipos de cancer gastrico mais recorrente é o adenocarcinoma gastrico, que
apresentam alteracdes histopatoldgicas e genotipicas importantes para a progressao do tumor
que prejudicam diversas areas do estomago (AJANI et al., 2017).Esta neoplasia, que inicia-se
em células glandulares do estbmago, caracteriza-se por ser de alta malignidade, com baixa
sobrevida e pode afetar individuos a partir dos 40 anos (YAKIREVICH; RESNICK, 2013),
que, no geral, podem apresentar o diagnostico tardio, contribuindo com um progndstico ruim
devido ao potencial de invasdo e metastase (YOUN et al., 2010). Umas das principais
medidas de tratamento é o combate a infeccdo por H. pylori ou em estadiamentos mais
avancados do tumor faz-se necessario uso da resseccdo cirdrgica acompanha de quimioterapia
e radioterapia (AJANI et al., 2017).

Anatomicamente o adenocarcinoma, pode ser subdividido em 3 subtipos chamados:
cardia; ndo cardia (fundo, corpo, antro curvatura pilérico menor e maior) e intestinal
(THRIFT; EL-SERAG, 2020). Esse tumor ainda € classificado em tipo I, 1l e I1l. O tipo | é
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localizado na area esofagica. Ja o subtipo Il € mais comum na &rea esofagica e cérdia e o tipo
I11 sdo localizados na area de cardia e corpo do estdmago (AJANI et al., 2017).

Conforme a classificacdo histoldgica de Laurem, o adenocarcinoma é dividido em
intestinal e difuso (LAUREN, 1965). O adenocarcinoma do tipo intestinal estd mais
localizado na regido antral e pilérica que compreende a regido distal do estbmago e apresenta
um crescimento glandular (VAN DER POST et al., 2019), enquanto que tipo difuso é
encontrado na regido préximal do estbmago e compreende em células que tem capacidade de
infiltrar difusamente no astroma e podem apresentar infiltragdo profunda na parede deste
6rgdo (ANSARI et al., 2018; ASSUMPCAO et al., 2020).

Vaérios grupos de pesquisa buscam montar banco de células para estudar o perfil de
células provenientes de cancer gastrico. Em nosso grupo foi possivel obter novas linhagens de
celulas de andenocarcinoma, como a ACP02 que é classificado como tipo difuso (LEAL et
al., 2009b) que tem sido um excelente modelo in vitro para avaliar o papel das combinacGes
de farmacos como alvos terapéuticos contra a progressdao e iniciacdo desta neoplasia
(PORFIRIO-DIAS et al., 2020)

Assumpcdo e colaboradores (2020) mostraram em sua revisao que, apesar de ainda
ocorrer uma generalizacdo de classificacdo do adenocarcinoma entre os tipos difusos e
intestinais, é importante compreender que existem diferencas entre os dois tipos como:
localizagdo, epidemiologia, progndsticos, alteracdes moleculares e infeccdo por periodos
prolongados de H. pylori.

Estudos também tém demonstrando que compostos bioativos presentes nos extratos de
plantas sdo capazes de induzir morte celular e impedir a migracéo e proliferacéo das linhagens
de células acp02 (CALANDRINI DE AZEVEDO et al., 2020; SERPELONI et al., 2020).

O uso de plantas para tratamento de sintomas gastricos é amplamente utilizado pela
populacdo por meio de chas ou infusbes e muitas dessas espécies de plantas utilizadas
apresentam importancia clinica, principalmente por combater e prevenir a infec¢do por de H.
pylori e consequentemente podem atuar como prevencao de aparecimento de neoplasias, ja
gue como mencionado a infec¢do por estd bactéria € um dos preditivo importante para o
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico (SAVARIN; BERGMANN, 2017).
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2.3.  Produtos naturais anticancerigenos

A medicina alternativa tem sido mundialmente utilizada como uma via de tratamento
anticancerigeno, que pode se dar, pelo uso de produtos naturais, principalmente o0s
provenientes de plantas que podem contribuir com o tratamento oncolégico em conjunto com
as quimioterapias e radioterapias, a fim de promover a redugdo de sintomas e visar o bem-
estar do paciente (FARAHMAND et al., 2016).

Os produtos naturais sdo compostos derivados de microrganismos e/ou vegetais
(NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003). Nos vegetais esses compostos podem possuir
propriedades bioativas com inimeras fungdes importantes no metabolismo da planta, como
por exemplo, nas vias de sinalizacdo celulares, no processo de fotossintese e até mesmo na
defesa contra pragas (OSBOURN; LANZOTTI, 2009).

No cancer, 0s compostos bioativos tem sido amplamente utilizado como agentes para
a promocgao a quimioprevencdo, que € caracterizada pelo uso de compostos bioativos que
ajudam a combater os processos carcinogénicos (KO; MOON, 2015). Algumas classes de
substancias como os alcaldides da espécie Catharanthus roseus (Vinca),
as epipodofilotoxinas bioativos da Podophyllum peltatum (mandragora americana), e as
substancias paclitaxel e docetaxel presentes na espécie Taxusbaccata (Teixo) sdo uns dos
primeiros compostos ja considerados como quimioterapicos e também séo quimiopreventivos,
pois provocam parada no ciclo celular de replicacdo e inibicdo dos microtibulos de células
cancerigenas (DESAI et al., 2008), principalmente a lignana extraida da mandragora, que
impede a polimerizacdo da tubulina e como consequéncia provoca a parada no ciclo celular na
metafase em células cancerigenas (ZHANG et al., 2018b).

Os alcaldides de Vinca, apesar da sua citotoxicidade e varias reacGes adversas ja
relatadas e outras substancias como paclitaxel e docetaxel sdo os mais usados contra a
carcinogénese (MOUDI et al., 2013), ja existem 4 tipos de alcaldides de Vinca aprovados nos
Estados Unidos e na Europa para o tratamento oncolégico do cancer, como os linfomas de
Hodgkin e ndo-Hodgkin (MOUDI et al., 2013).

Além disso, os alcaloides de Vinca também podem atuar contra cancer do sistema
nervoso por meio da combinacdo com avincristina como um inibidor seletivo para a
serina/treonina cinase (PLk1), que podem promover apoptose pela ativacdo da caspase 3 e 9
através da inativacdo de Bcl2, além de inibir o crescimento celular em linhagens de células de
neuroblastoma (CZAPLINSKI et al., 2016).
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Outras espécies de plantas, como as da familia Moraceae apresentam Varios
metabdlitos secundarios e primarios que podem ser utilizados contra o cancer com potencial
antineopléasico (LEE et al., 2016; ORACZ et al., 2020). Estudos evidenciam que uma dieta
rica em compostos secundarios juntamente com o tratamento da medicina tradicional pode ser
uma excelente estratégia no tratamento do cancer (TOMKO et al., 2020).

Uma dessas plantas pertencente a familia moraceae é o Ficus hispida Lf (figo
tropical), ele apresenta 5 compostos bioativos isolados que sdo capazes de produzir efeitos
citotdxicos em linhagens de células de leucemia humana (ZHANG et al., 2018a).

No figo também encontramos o flavonoide, como a morin, que posssui efeitos
antiproliferativos e reduz a adesdo celular de adenocarcinoma de mama pela inibicdo da
expressao de fatores pré-inflamatérios e da reducdo da expressdo da molécula de adesdo
intracelular 1 (ICAM-1) promovendo uma agdo antimetastatica (LEE et al., 2016).

Estudos demonstram que o extrato Morus nigra L. (amoreira negra) € eficaz contra o
adenocarcinoma de proéstata, promovendo parada do ciclo celular na fase G1, morte celular
pela via intrinseca da apoptose desencadeada pelo o aumento da atividade da caspase 3/7
(TURAN et al., 2017).

A Morus sp possui uma variedade de compostos bioativos que podem atuar como
antioxidantes (IQBAL et al.,, 2012), anti-hiperglicémicos (YAZDANKHAH; HOJJATI;
AZ1Z1, 2019), anti-inflamatérios (DE PADUA LUCIO et al., 2018) e anticancerigeno
(TURAN et al., 2017).

A 1-desoxinojimiricina (1-DNJ) é composto bioativo também encontrado nas folhas
Morus sp (MARCHETTI et al., 2021) e pode também ser sintetizado por bactérias do tipo
Bacillus velezensis (LEE et al., 2021), insetos como bicho-da-seda (YIN et al., 2010),
entretanto ainda ndo sdo considerados métodos de alto rendimento (PARIDA et al., 2019),
como o obtido pela primeira vez na Bagassa guianesis (PINHEIRO, 2021). Nossos estudos
mostram os efeitos bioldgicos da 1-DNJ em linhagens celulares de céncer, a partir do

isolamento de alto rendimento da espécie Bagassa guianensis.

2.3.1. Caracterizacdo da espécie Bagassa guianensis Aubl (Tatajuba)

A Bagassa guienensses Aubl é popularmente conhecida como Tatajuba, uma arvore

que mede aproximadamente 30 a 50 metros de altura e estd presente em varias regides do
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Brasil, como na regido Norte (Estados do Pard, Amapda, Ronddnia, Roraima) e Nordeste
(Maranhdo) do pais. Esta espécie tem sido amplamente explorada para fins madeireiros e
pode apresentar propriedades medicinais (ROYER et al., 2010) (figura 7).

Figura 7 — Foto da planta Bagassa guienensses

Fonte: Imagem cedida de acervo pessoal

Hodiernamente, essa espécie esta classificada na familia Moraceae, a qual apresenta
uma variedade de compostos bioativos (BOSSU et al., 2016). A organizacdo das células
vegetais, localizada no cerne dessa planta, contribuem para a maior durabilidade da madeira,
prolongando a sua vida util, sendo essa uma caracteristica importante para o extrativismo
vegetal (BOSSU et al.,, 2016; ROYER et al., 2012). Essa durabilidade é conferida pela
presenca de uma classe de compostos chamados de estibenos (SCHULTZ et al., 1990).

Ainda existem poucos estudos sobre a Bagassa guienensses €, por isso, as descobertas
de novos compostos bioativos a partir de seus metabolitos sdo extremamente relevantes, pois
é possivel o reaproveitamento da madeira para fins medicinais. Algumas substancias ja foram
encontradas nessa planta, sdo eles: 0os compostos bioativos com propriedades antioxidantes
(NAIK et al., 2015), antitumorais (GEORGE; DELLAIRE; RUPASINGHE, 2017) e anti-
inflamatérios (NYAMBE et al.,, 2019) e, assim, podem ter grande potencial na terapia

anticancer.
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Nesta planta, alguns compostos bioativos permanecem mesmo apds dias da coleta do
material proveniente de residuo madeireiro, tal como os compostos metabdlitos secundarios
2-aril-benzofuranos, flavondides, como a flavanonaeucrenona A7 (S2), estibenos, a
substancia 3,5-diidroxibenzdico (A4), aminoacucares, como a 1-desoxinojirimicina (Pinheiro,
2016), e moracinas (ROYER et al., 2010).

A 1-DNJ é um composto fitoquimico (figura 8), andlogo da D-glicose, que apresenta
um anel piperidinico e pertence a classe do iminociclitol (HONG et al., 2021; NAKAGAWA
et al., 2007). A 1-DNJ é composto bioativo inibidor da a-glucosidase intestinal (YU et al.,
2012), uma vez que compete pelo seu sitio ativo, impedindo a ligacdo do carboidrato a
proteina a-glucoside e promovendo a reducdo da absorcéo da glicose, desta forma, impede a
digestdo e/ou conversdo de dissacarideos em monossacarideos no intestino, impedindo o
aumento das taxas glicémicas (HOSSAIN et al., 2020).

Anélises de sangue, provenientes de modelos animais de diabetes tipo 2 que
apresentavam mutacao do receptor leptina, mostraram que o tratamento com1-DNJ melhora o
quadro hiperglicémico desses animais pela ativacdo da via PI3BK/AKT e a inibicdo da a-
glucosidase (LIU et al., 2015).

Figura 8 - Férmula estrutural da 1-Desoxinojirimicina.

Fonte: Dados da pesquisa (2021)

Alteracdes da via PI3K/AKT/MTOR séo frequentes em individuos com diabetes tipo 2
(ZONCU; EFEYAN; SABATINI, 2011). Alguns farmacos, que atuam como inibidores desta
via, como o medicamento Metformina, usado no tratamento da diabetes, também tém sido
estudados em modelos animais pelos indicios de sua atividade anticAncer em processos de
migracdo e progressdo celular (CHEN; LI; WANG, 2020; LV; GUO, 2020). Além disso,
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outro medicamento aprovado para o tratamento da doenca de Gaucher, chamado de Miglustat
(Zavesca™), tem como precursor a 1-DNJ e apresenta efeitos anticancerigenos no glioma do
tipo difuso (WINGERTER et al., 2021). Esses achados na literatura mostram que o Miglustat
quando absorvido apresenta maior concentracdo no cérebro do que em outros 6érgaos
(TREIBER; MORAND; CLOZEL, 2007).

Ademais, ensaios experimentais com administragéo oral de 1-DNJ na dose 110mg/kg
em camundongos mostraram que este bioativo é rapidamente absorvido ap6s 30 minutos da
administracdo. Logo, é possivel que ela seja absorvida por todo trato gastrointestinal sem
degradacédo da sua molécula, e logo é excretado pelo organismo (NAKAGAWA et al., 2007).

Além dos seus efeitos antiglicémicos, a 1-DNJ tem apresentando efeitos
antimetastaticos em células cancerigenas, como observado em ensaio de culturas de células de
melanoma, no qual o composto bioativo reduziu significativamente a expressao de proteinas
de adesdo, impediu a migracéo e invasao do celular (WANG; YANG; HU, 2010).

A 1-DNJ também promove estresse no reticulo endoplasmatico pela inibicdo da alfa-
1,2-monosidases em testes realizados em culturas de células de hepatocarcinoma humano
resultando em morte celular impedindo sua progressdo (LU et al., 2006). Essas evidéncias
cientificas reforcam o quanto é necessarios mais estudos acerca da a¢do da 1-DNJ no cancer,
justamente por se apresentar tdo promissor e como um 6timo candidato no tratamento de

neoplasias malignas.



28

3. OBJETIVOS

3.1.

Aubl

3.2.

Geral

Avaliar o efeito do 1-desoxinojirimicina proveniente da espécie Bagassa guianensis

. como agente antineoplasico em linhagens de células de cancer gastrico e glioma

Especificos

Obtencao da 1-DNJ a partir do residuo madeireiro da B. guianensis

Verificar o efeito citotoxico de diferentes concentracdes de 1-DNJ na viabilidade de

culturas de células de cancer gastrico e glioblastoma;

Avaliar o efeito da 1-DNJ na viabilidade celular de células ndo neoplasicas de
fibroblasto MRC5

Analisar padrdes de alteracGes na cinética do ciclo celular de células cancerigenas
ACP02 e A172 tratadas com o 1-DNJ;

Analisar o padrdo de morte celular por Apoptose / Necrose induzido por 1-DNJ nas
linhagens celulares ACP02 e A172.

Avaliar a capacidade inibitéria de 1-DNJ no padrdo de migracéo celular na linhagem
ACP02 e A172.

Avaliar os efeitos da 1-DNJ na producdo de anion superoxido nas linhagens MRCS5,
ACP02 e A172.

Avaliar a capacidade antioxidante no sequestro de radicais livres em sistemas livres de

células.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Obtencao da 1-desoxinojirimicina isolada da planta Bagassa guianensis Aubl.

Para o isolamento da 1-desoxinojirimicina foram obtidos 500g de residuo da casca do
caule da Bagassa guianensis Aubl proveniente de silvicultura. O material seco e macerado foi
cedido pelo laboratério central de extracdo da Universidade Federal do Para.

A extracdo foi realizada de 500g de residuo da casca moida utilizando extracdo
etanoica com etanol 96 °Gl de 24 em 24 horas. Apds cada periodo a amostra foi filtrada e o
conteldo extraido presente no solvente foi reservado e logo em seguida submetidos a
concentracdo do extrato por rotaevaporacdo. A amostra resultante da rotaevaporacdo foi
novamente pesada e submetida a secagem em capela, obtendo ao final 50g de extrato bruto e
Seco.

O extrato bruto foi submetido ao fracionamento seguido de isolamento da substéancia
em coluna cromatogréafica de via imida (CCVU) utilizando uma fase estacionéria de silica e
uma fase movel com solventes na propor¢ao 1:1 de acetona e metanol que foram passados 2
vezes na coluna cromatografica. Para o total isolamento da substédncia em coluna foi
adicionado somente metanol na fase estacionaria. A amostra obtida na CCVU foi seca em
capela, obtendo um rendimento de 10g de substéncia isolada e a confirmacgéo da sua molécula

foi realizada em ressonancia magnetica nuclear
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4.2.  Culturas secundarias de linhagens cancerigenas e ndo neoplasicas.

Para o desenvolvimento das culturas de células secundarias de linhagens celulares
cancerigenas foram utilizadas as celulas: A172 (tumor astrocitico grau I1V/ glioblastoma
multiforme) que foram, gentilmente, doadas pelo laboratorio de citopatologia clinica da
faculdade de ciéncias farmacéuticas da Universidade Federal de S&o Paulo; e o
adenocarcinoma géstrico priméario ACP02 desenvolvida e estabelecida pelo préprio grupo no
laboratdrio de citogenética humana da Universidade Federal do Pard (UFPA) (LEAL et al.,
2009c) e a linhagem celular MRC5 (fibroblasto de pulmdo humano), do nicleo de oncologia
da UFPA, como modelos de culturas ndo neoplasicas.

Em condicdes assépticas, as linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de
cultura de 25 cm® previamente tratadas e livre de RNAases, com meio de cultura
contendo10% de soro bovino fetal (SBF), utilizou-se 0 meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium F12 (DMEM-F12) para a linhagem gastrica ACP02 e meio DMEM para as linhagens
de glioblastoma A172 e MRC5, suplementado com 0.1% de antibidtico e antimicotico
(Gibco). As garrafas foram mantidas em estufa com atmosfera de 95% de O,e 5% de CO, a
37°C até a obten¢éo da confluéncia ideal para a realizagdo dos experimentos.

Apos atingir a confluéncia, as garrafas de cultura foram submetidas a dissociacao
quimica com solucdo de tripsina 0.25% (ACP02 e MRC5) e 0.125% com EDTA a 0.02%
(A172) diluidas em Tampédo Fosfato Salino (PBS, do acronimo em inglés Phosphate Buffered
Saline) por 3 min em estufa de CO,. Posteriormente,foram inativadas com meio de cultura
seguido de uma dissociacdo mecanica com sucessivas aspiracbes com pipetador e foi
realizada a contagem de células em camara de Neubauer para posterior plagueamento e

tratamento com 1-DNJ em placas de culturas
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4.3.Efeito da 1-desoxinojimericina na viabilidade celular de linhagem cancerigenas

A avaliacdo do efeito do composto 1-desoxinojimericina nas linhagens celulares foi
obtida pela técnica de viabilidade celular. Primeiramente, as linhagens foram plaqueadas em
placas de 96 pocos contendo 3 mil células por pogo para MRC5 e ACP02, enquanto para a
linhagem glial A172 foi plaqueada cinco mil células por pogo. As culturas foram utilizadas
apos atingirem a confluéncia minima de 70%, ao atingir essa confluéncia as células foram
tratadas com as seguintes concentragfes de 1-DNJ: 0,5; 1; 2; 4;6;8;12;16;18;24 e 32 mM,
diluida em 0.01% de dimetilsulfoxido (DMSO) em meio DMEM/F12 para a linhagem
ACP02, MRC5 e DMEM para a A172 (ambas as solugdes continham 5% Soro Bovino Fetal).

As culturas foram mantidas em estufa de CO, por 72h até a analise da viabilidade celular.

Apo6s o intervalo de tratamento de 72h com o composto naturall-DNJ, as culturas
foram submetidas a analise colorimétrica com o corante Thiazolil Blue Tretazolium (MTT)
para avaliar a viabilidade celular. Essa técnica baseia-se na capacidade de que as células
viaveis apresentam de reduzir a forma oxidada do MTT a um composto de cor azulada. A
analise desta reducdo e feita com auxilio de um aparelho de espectrofotometria em um
comprimento de onda de 570nm (WILSON; SPIER, 1987).

Para a realizacdo do experimento, 0 meio de incubacdo foi descartado e as células
foram lavadas com PBS esteéril para posterior adicdo de 200 pl de MTT (0.5mg/ml) seguida
de incubacéo por 3 h em estufa de CO,. Apds este periodo, as células foram homogeneizadas
com DMSO para solubilizar os cristais de formazan para permitir leituras da absorbancia em
espectrofotdbmetro de microplaca no comprimento de onda de 570nm, sendo o branco da
reacdo de DMSO.

Também a partir dos resultados obtidos pelo MTT, foi possivel medir o indice de
seletividade da 1-DNJ nas linhagens de celulares através da razdo do ic50 obtido por
regressao nao linear da cultura de células normais no caso MRC5 pelo ic50 das linhagens de
células cancerigenas A172 e /ou ACP02. Os dados obtidos deste indice determinam a
seletividade da droga que deve ser igual ou superior a 3 (INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD,
2021).

As analises dos dados foram realizadas pelo programada Grafpad prisma 5.0 por

Anova a um critério, seguida de pds-teste tukey e foi considerado um p valor < 0.05, o
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experimento foi feito em triplicata. E a medida do ic50 foi analisada pelo teste de regressao

ndo linear, dose reposta inibitoria.

4.4.Avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo.

Para avaliar o efeito do composto 1-DNJ no ciclo celular das linhagens ACP02 e
Al172, as células foram plaqueadas em placas de 12 pocos, com uma densidade de um milhao
de células/pocgo. Apds 24h de plagueamento e aderéncia das células, as culturas foram tratadas
com o 1-DNJ (9.6 e 19.3 mM para o cancer gastrico ACP02 e 2.6 e 5.3 mM para o
glioblastoma A172), ja as culturas controles ficaram sem tratamento, contendo apenas meio
com soro bovino fetal a 5% por 72h e mantidas em estufa com ar atmosférico contendo 5% de
CO, e 95% de O2a 37° C.

Posteriormente, as culturas foram lavadas com PBS, seguida de tripsinizacdo por 3
minutos em estufa de CO; e coradas com 50pug/mL de iodeto de propideo por, no minimo, 12h
para analise de dez mil eventos em citometria de fluxo (BD FACSVerseTM), conforme
descrito por Keyvanloo Shahrestanaki e colaboradores (2019), sendo considerado um n
amostral de 4 por grupo.

As analises dos dados foram realizadas pelo programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad
Software) por anova a dois critérios de Matching e foi considerado um p valor < 0.05, o

experimento foi feito em triplicata.



4.5.  Ensaio de apoptose e necrose por coloracao diferencial de brometo de etidio /

laranja de acridina.

O ensaio de apoptose e necrose foi realizado pelo método do brometo de
etidio/laranja de acridina, que consiste em diferenciar as células viaveis das células em
processo de morte celular. Para avaliar o efeito da 1-DNJ no padragdo de morte celular
apos o tratamento nas linhagens ACP02 e Al72, utilizou-se o corante laranja de acridina
(LA), que é capaz de atravessar as membranas celulares intactas promovendo a
intercalagdo com o DNA, emitindo, assim, uma fluorescéncia de cor verde no nlcleo. Para
a marcacgdo do nucleoem células em processo de morte celular, no qual ha a degradacédo da
membrana celular, foi usado o o corante fluorescente brometo de etidio (BE), que intecala
ao DNA das células em processo de morte celular e emiteuma fluorescéncia de coloracéo

vermelha.

As células foram cultivadas em placas de 12 pocos a uma densidade de dez mil
células/pocgo e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C para
aderéncia. Apdés este periodo, foi realizado o tratamento com a droga nas concentragdes
correspondentes a CI50 e a metade da CI50 para a linhagem A-172 e ACP02 em triplicata

por 72 horas. O controle negativo néo foi tratado.

Apos a incubacdo, o sobrenadante foi coletado em um tubo de 2 mL e as células
foram centrifugadas por 5 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 15 pL Phosphate Buffered Saline (PBS). Em seguida, foi adicionado 1
ML da solucdo de BE:LA ao tubo epreparada a lamina para contagem em microscopio de
fluorescéncia.Foram contadas 300 células de cada amostra para quantificar o percentual de

eventos celulares (vidveis, apoptoticas e necroéticas).

Para a analise de dados, foram obtidos a média e o erro padrdo dos trés
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre os
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste
de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05), utilizando o programa Prisma

versdo 5.0 (GraphPad Software).
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4.6.  Ensaio de migracao celular pelo teste de wound healing.

O teste Wound healing foi realizado para avaliar o potencial migratério das linhagens
de células cancerigenas durante o tratamento com1-DNJ nas concentragBes de 19,3 mM e
9,6Mm para as células ACP02 e 5,3mM e 2,6mM para células A172. Além disso, nesse
ensaio, também, foram utilizadas culturas de células controle contendo as linhagens sem o

tratamento com 1-DNJ. Para ambos os tratamentos foi considerado um n = 3 por grupo.

No plaqueamento das culturas foram adicionadas duzentos mil células por pogo em
uma placa de 12 pogos. Apos atingir a confluéncia, as placas de cultura foram preparadas para
o ensaio, no qual foi feito um “risco” com uma ponteira de 10ul no interior da placa.
Posteriormente, a placa foi lavada, cuidadosamente, com meio de cultura para retirar as
células que podem ter se soltado, deixando a area do risco livre de células para a melhor

visualizacdo do processo migratorio.

Em seguida, as culturas foram tratadas com 1-DNJ nas concentracdes equivalentes
para cada linhagem. Apos o tratamento com 1-DNJ, as placas de cultura foram levadas ao
microscopio invertido para o registro fotografico do padrdo de migracdo das células a partir
do “risco” realizado nos tempos de Oh (logo imediatamente apos o tratamento), 6h, 12h, 24h,
36h e 48h para a linhagem ACP02 e A172 de tratamento e/ou controles. Posteriormente, a fim
de mediar as areas do “risco” utilizou-se o software ImageJ para avaliar a diminui¢do desta

area ao longo do tempo com ou sem tratamento.

Os dados foram comparados por ANOVA a dois critérios seguida por Teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05), utilizando o programa Prisma

versdo 5.0 (GraphPad Software).
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4.7.  Determinacéo da producdo intracelular de anion superoxido nas linhagens
celulares tratadas com 1-DNJ.

Para determinar a producao intracelular de anion superéxido foi utilizado o ensaio de
quantificagdo de Nitro Blue Tetrazolium (NBT) adaptado de Choiet al (2006). O NBT
apresenta coloracdo amarela e em contato com oxigénio reativo em meio intracelular (02-) é
reduzido a formazam de NBT apresentando coloracdo purpura. Esses cristais de formazam
podem ser solubilizados na presenca de hidréxido de potassio 2M e DMSO e quantificado em
espectrofotometro de microplaca usando comprimento de onda de 620 nm (WILSON; SPIER,
1987).

Foi preparado uma solugdo de 1mg/ml de NBT protegida da luz para serem
adicionados em culturas previamente tratadas por 72h com 1-DNJ nas concentracdes de 9,6 e
19,3 mM para ACP02 e 2.6 e 5.3 para Al72. Adicionalmente, também foram utilizadas

culturas controles sem tratamento com 1-DNJ.

Para isso, as placas de culturas foram cuidadosamente lavadas com PBS e adicionado
100 ul de NBT e as células foram incubadas por 2h. Em seguida, 0 meio de incubacéo foi
removido e as células foram novamente lavadas com PBS e rapidamente lavadas com metanol
para fixacdo, seguida de solubilizacdo da membrana celular com 2M hidréxido de potassio e
acrescido DMSO para solubilizacdo dos cristais. Posteriormente, foi feito leitura das

microplacas por espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 620 nm.

As analises dos dados foram comparadas no Prisma 5.0 (GraphPad Software) por
anova a um critério seguida de pos-teste tukey e foi considerado um p valor < 0.05 e o

experimento foi feito em triplicata.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/840w
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4.8. Ensaio da capacidade antioxidante pelo sequestro do cation radical abtse+.

Foi avaliado a atividade do sequestro dos céations radicais ABTSe+ pela 1-DNJ, os
dados foram determinados por espectrofotometria, utilizando leitor de ELISA EspectraMax i3
a partir da adaptacdo do método descrito por Sridhar Charles (2019).

Para isso, foi preparada uma solugdo estoque de ABTSe+ produzida por uma reagdo da
solugdo aquosa do sal diamonium-2,2’-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) —
ABTS (7 mM) com solugdo aquosa 140 mM de persulfato de potéssio. Apos 16 horas de
reacao a solucéo foi utilizada nos testes.

A capacidade antioxidante da 1-DNJ foi determinada a partir do decaimento da
absorbéancia nas concentracdes de 10 a 1000 uM de 1-DNJ e antioxidante padrdo trolox, nas
mesmas concentracfes, com a solucdo de ABTS ap0ds 16h de reacdo. A mistura foi incubada
no escuro por 10 minutos e suas absorbancias determinadas no comprimento de onda de 734
nm.

As analises dos dados foram comparadas no Prisma 5.0 (GraphPad Software) por
anova a dois critério seguido de pos-teste Bonferroni e foi considerado um p valor <0.05 e o
experimento foi feito em triplicata. Para a obtencdo do ic50 utilizamos o teste de regressdo

nao-linear.
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4.9. Ensaio da capacidade antioxidante pelo sequestro do radical dpphe

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante da 1-DNJ em sequestrar os radicais
DPPH- (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) utilizamos o método adaptado descrito por Sridhar
Charles (2019). As amostras foram quantificadas por espectrofotometria em microplaca de 96
pOGOS.

Neste ensaio foi preparado uma solugdo de 120 mM de DPPH, que foi utilizado na
curva padrdo de DPPH nas concentraces de 0 a 60 uM. Também utilizamos como padrdo a
solucdo de Trolox nas concentracdes de 10 a 1000 uM. A 1-DNJ foi diluida em solucéao
aquosa nas concentracOes de 10 a 1000uM. Para o branco da reacdo utilizamos metanol e/ou
agua e os controles positivos 1-DNJ/agua, DPPH/metanol e trolox/metanol.

As diferentes concentragdes de 1-DNJ e ou Trolox foram incubadas por 30 minutos no
escuro e em temperatura ambiente. Apés o periodo de incubacéo as absorbancias das solucoes
foram obtidas adotando comprimento de onda de 517 nm. Os resultados foram expressos
como a concentracdo efetiva para o sequestro da metade dos radicais livres (IC50). Os
experimentos foram conduzidos em triplicata e as analises dos dados foram comparadas no
Prisma 5.0 (GraphPad Software) por anova a dois critérios seguidos de poés-teste de
Bonferroni e foi considerado um p valor < 0.05 e o experimento foi feito em triplicata. Para a

obtencdo do ic50 utilizamos o teste de regressdo nao-linear.

4.10. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como media + desvio padrdo. Para analise estatistica
utilizamos andlise de variancia (ANOVA) a 1 e/ou 2 critérios. A significancia estatistica foi
estabelecida em 0.05 (95% de significancia) e todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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o. RESULTADOS

5.1. 1-DNJ promove reducdo da viabilidade celular em culturas de células

cancerigenas

A substancia 1-desoxinojirimicina apresenta um padrdo de reducdo de viabilidade
celular diferente quando se compara o efeito nas linhagens de células cancerigenas e normais.
Observamos que na linhagem celular ndo neoplasica de fibroblasto MRC5 ndo houve uma
reducdo da viabilidade celular nas concentragdes (0.5 mM até 18 mM), ja nas concentracfes
de 24 mM (0.03 + 0.003%, p<0.0001, F =77.14) e 32mM (0.001+ 0.0017%, p<0.0001,
F=77.14) (figura 9) houve uma reducédo significativa da viabilidade em comparagéo ao seu
controle negativo. Desta forma, a concentracdo inibitoria necessaria para inibir a atividade
celular em 50% (ic50) para a linhagem MRCS5 foi de 21.8mM (R? 0.9145, p<0.0001, Tabela
1).

Também conseguimos obter o indice de seletividade da 1-DNJ nas linhagens de
células cancerigenas A172 e AC02 em funcéo da razdo dos seus respectivos ic50 com o ic50
da linhagem de células normais MRC5. A linhagem A172 apresentou um indice de
seletividade de 4,13, quanto que a ACP02 apresentou um indice de 1,13. Os resultados
mostram que a 1-DNJ apresenta maior seletividade para a linhagem Al72 e ndo apresenta
seletividade para ACP02 segundos os valores de referéncia para o indice de seletividade que
deve ser igual ou superior a 3, Tabela 1 (INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD, 2021).



Tabela 1 - Maxima concentracdo

linhagens celulares.
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inibitéria e seletividade da substancia isolada 1-DNJ em

Linhagens IC25(mM) IC50(mM) R2

MRC5 10.9 21.8 0. 953
ACP02 9.6 19.3 0.9498
Al72 2.6 5.3 0.9527

Seletividade

1,13

4,13

Fonte: Dados da pesquisa (2021)

Na linhagem celular de adenocarcinoma ACP02, a 1-DNJ reduziu significativamente a
viabilidade celular a partir da concentragdo de 8mM (82.6 + 3.13%, p<0.0001, F =164.3) a 32
mM (5.9 = 1.06 %, p<0.0001, F=164.3) em relagdo ao controle negativo (100 + 3.21%,
p<0.0001, F =164.3) (Figura 9A). Também medimos o ic50 de 1-DNJ nesta linhagem, e o
composto apresentou um 1C50 de 19.3 mM e 1C25 de 9.6 mM (Figura 10 e Tabela 1).

Na linhagem A172, também observamos uma reducéo significativa da viabilidade no
tratamento com 1-DNJ a partir da concentracdo de 6mM (65.88 + 6.89%, p<0.0001, F=
144.1) a 32mM (27.21 + 1.22%, p<0.0001, F= 144.1) em relagdo ao seu controle negativo
(100 % 6.46 %, p<0.0001, F=144.1). Na A172, o composto 1-DNJ apresentou um IC50 de 5.3

mM e um IC25 de 2.6 mM, sendo esse significativamente menor comparado as demais

linhagens (Figura 11 e Tabela 1).
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Figura 9 - Reducdo da viabilidade celular em linhagem de célula ndo neoplésica de fibroblasto apds o
tratamento por 72h com 1-desoxinojirimicina.
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Legenda: Em A figura mostra, respectivamente, o tratamento da linhagem celular MRC5 nas concentragdes
de 0 a 32 mM. As barras brancas representacdo culturas controles e as barras cinzas representam as culturas

tratadas com o composto, foi considerado um “p<0.0001 e F=77.14.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 10 - Reducdo da viabilidade celular na linhagem ACP02 apés o tratamento por 72h com 1-
desoxinojirimicina.
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Legenda: A figura mostra o tratamento da linhagem celular gastrica ACP02 nas concentragdes de 0 a
32 mM, respectivamente. As barras brancas representam as culturas controles e as barras cinzas

representam as culturas tratadas com o composto, foi considerado um’ p<0.0001 e F=164.3.

Fonte: Dados da Pesquisa (2021).
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Figura 11 - Redugdo da viabilidade celular em linhagem de célula A172 no tratamento por 72h
com 1-desoxinojirimicina.
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Legenda: A figura mostra respectivamente o tratamento da linhagem celular A172 nas concentragdes de 0 a 32
mM. As barras brancas representacéo culturas controles e as barras cinzas representam as culturas tratadas com o

composto, foi considerado um *p<0.0001 e F=144.1.

Fonte: Dados da Pesquisa (2021).
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5.2.  Tratamento com o 1-DNJ interfere no ciclo celular de linhagens de células

cancerigenas.

Na avaliacdo do ciclo celular, a 1-DNJ foi capaz de induzir parada na fase G2/M do
ciclo celular nas concentragOes testadas nas linhagens ACP02 (figura 12) e A172 (figura 13)
(p< 0.0001) em comparagdo com culturas controle.

Os resultados alcancados neste trabalho mostram um aumento significativo do
percentual de células ACP02 (figura 12) de 4.4% (p< 0,001, F= 97,1) na fase G2/M e uma
reducdo de 10,95% (p< 0,001, F=97,1) na fase GO/G1 na concentracdo de 9,6 Mm (figura
12B). Entretanto, na concentracdo de 19,3 mM (figura 12C), foi observado um aumento de
7.5% (p< 0,001, F= 97,1) de células na fase G2/M e de 3% (p< 0,05, F= 97,1) na fase S.
Também houve uma reducdo significativa de 18% (p< 0,001, F= 97,1) de células na fase
GO0/G1 (figura 12 D).

Nas células A172 (figura 13) obtivemos um percentual de 3,343 % (p< 0,001, F=
99,3) na fase GO/G1 na concentracdo de 2,2 mM (figura 13B) quando comparado ao controle
negativo sem tratamento (figura 13A). Na concentracdo de 5,5 mM (figura 13C) houve uma
reducdo de células em GO/G1 de 4.8% (p< 0,001, F= 99,3) e na fase S uma diminuicéo de
3.2% (p< 0,001, F= 99,3) e um relativo aumento de células na fase G2/M DE 4.2 % (p<

0,001, F=99,3) caracterizado parada do ciclo celular nesta fase (figura 13D).
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Figura 12 - Gréfico do ciclo celular de cancer gastrico ACP02 tratadas com 1- DNJ nas concentragdes
de 9,6 € 19,3 mM.
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Legenda: A representa o grupo controle; B células tratadas com 9,6 mM; C tratadas com 19,3 mM e
em D tém-se o grafico comparativo mostrando as alteragdes induzidas ap6s o tratamento. A barra
branca representa o grupo controle; a barra cinza representa o grupo 9,6 mM e a barra preta a

concentracéo de 19,3 mM, “p< 0.0001.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Figura 13 - Gréfico do ciclo celular de glioblastoma humano A172 tratadas com 1-DNJ nas
concentracdes de 2.6 e 5.3 mM.
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Legenda: Em A representa o grupo controle; B células tratadas com 2.6 mM; C tratadas com 5.3mM e em D
temos o grafico comparativo mostrando as alteragfes induzidas apds o tratamento. A barra branca representa o

grupo controle; a barra cinza representa o grupo 2.6mM e a barra preta a concentracio de 5.3mM, “p< 0.0001.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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5.3. O composto 1-DNJ induz diferentes padrdes de morte celular nas linhagens
acp02 e al72.

Avaliamos se a 1-DNJ induzia morte celular nas linhagens de células cancerigenas
ACP02 e Al172 pela coloragdo diferencial de laranja de acridina. Os resultados obtidos
mostram que o0 composto bioativo induziu diferentes padrées de morte celular nas linhagens
de células.

Tratamos a linhagem celular de adenocarcinoma gastrico ACP02 com 9.6 e 19.3 mM
de 1-DNJ por 72h e observamos que esse composto induziu morte celular por necrose como
observado na micrografia (Figura 14A) em ambas as concentracOes testadas pela marcacéo
em vermelho no interior dessas células nas concentracdes de 9.6 e 19.3 mM, além de um
possivel inchaco celular observado na concentracdo de 9.6 mM.

Nas linhagens A172, entretanto ja foi observado que a 1-DNJ induziu morte celular do
tipo apoptose pelo nimero elevado de células marcadas em laranja, além da morfologia
alterada na membrana celular tanto em ambas as concentracoes testadas de 2.6 mM e 5.3 mM.



Figura 14 - Inducdo de morte celular por apoptose em culturas de células canceigenas ap6s 72h de
tratamento com 1-DNJ.
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Legenda: Em A ¢ a fotomicrografia de culturas coradas com laranha de acridina e brometo de etidio apds o

tratamento com 1-DNJ nas culturas de células ACP02 e A172, aumento de 10x. JA em B representa a

quantificacdo do tratamento de 1-DNJ na cultura ACP02 e em C a quantificagdo do tratamento da linhagem de

célula A17.

Fonte: Dados da pesquisa (2021)
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5.4. A 1-DNJ altera o padréo de migracéao celular em modelos de linhagens de células.

As linhagens celulares cancerigenas foram tratadas com o composto isolado 1-DNJ
nos tempos de Oh (T0), 6h (T6), 12h (T12), 24h (T24), 36h (T36) e 48h (T48) para avaliar
seus efeitos no padréo de migragéo celular

O tratamento com o composto isolado promoveu alteragdes significativas no padréo
de migracdo celular em todas as linhagens testadas em comparacdo aos seus respectivos
controles negativos (CN), apenas no tempo de 48h. Nesse ensaio, as culturas foram tratadas
com as concentragdes 19.3 e 9.6 mM para ACP02 (Figura 15A) e 5.3 e 2.6 mM para a
linhagem de A172 (Figura 15B).

Observamos na linhagem ACP02 (Figura 15A) que, ao longo do tempo, 0 risco
diminuiu no controle negativo, mostrando a atividade normal das células no processo de
migracao celular como observado no tempo Oh (100 + 0.0%, p<0.0001) em relacdo ao tempo
48h, que houve o fechamento completo do risco. Tal efeito ndo ocorreu quando as culturas
foram tratadas nas concentragdes de 9.6 e 19.3mM com 1-DNJ. No tratamento com a
concentracdo de 9.6mM néo foi significativamente diferente em relagcdo ao tempo 48h (0.00 +
0.0%, p<0.0001) do controle negativo. Entretanto, observamos migracéo celular sem ocorrer
o fechamento completo do tamanho risco em 48h de tratamento (21.0 = 16.0%, p<0.005),

como foi observado no controle negativo no mesmo tempo (Figura 15A).

Ja no tratamento na concentracdo de 19.3 mM de 1-DNJ na linhagem ACPO02,
observamos que houve diferenca significativa em relacdo ao controle negativo em
comparacdo ao tempo de 48h (0.00 + 0.0%, p<0.0001), ja no tempo de 48h na concentragao
de 19.3mM (79.5 £ 16.8%, p<0.0001) ndo houve o fechamento da area do risco, mostrando
gue nesta concentracdo o tratamento com 1-DNJ foi capaz de impedir o padrdo de migracéo

celular e que essa reducéo € tempo dependente (Figura 15A).

Na linhagem de células A172 (Figura 15B), observarmos a reducdo do tamanho do
risco ao longo do tempo de Oh a 48h de tratamento com 1-DNJ nas concentracdes de 2.6 (100
+ 0.0%, p<0.0001) e em 48h (70 * 10.9%, p<0.0001) e 5.3 mM em Oh (100 + 0.0%,
p<0.0001) e em 48h (73.5 £ 21.6%, p<0.0001) em relagcdo ao controle negativo Oh (100 *
0.0%, p<0.0001) e em 48h (22.25 * 6.29%, p<0.0001) (Figura 15B), indicando que a 1-DNJ

impediu a migracdo celular do glioblastoma nas concentracGes testadas. Entretanto ndo ouve
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diferenca significativa entre as concentracbes mostrando que essa alteracdo no padréo de
migracdo independe da concentragdo, mas depende do tempo de exposicdo ao composto
bioativo.
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Legenda: Em A representa o tratamento da linhagem celular ACP02. Em B representa a migracao

celular da A172, p< 0.005.
Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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55. O composto 1-DNJ reduz a producdo de oxigénio reativo em linhagens
cancerigenas.

Avaliamos se a 1-DNJ era capaz de diminuir a producdo de oxigénio reativo em
linhagens de células na concentracdo de 9.6 e 19.3 mM na ACP02 e nas concentrac@es de 2.6
e 5.3 mM na linhagem A172.

Na cultura de células ACP02 o grupo controle negativo apresentou aumento dos niveis
de espécies reativas de oxigénio (0.106 + 0.024%, p<0.0001, F 28,6). Entretanto, ap6s o
tratamento de 72h da linhagem com 1-DNJ observamos uma reducdo significativa da
producdo de oxigénio reativo comparada as culturas controle negativo de ACP02 em ambas
as concentragdes 9,6 mM (0.048 + 0.035%, p<0.001, F 28,6) ¢ 19.3mM (0.03 = 0.004%,
p<0.0001, F 28,6), figura 16A.

Tais resultados também foram observados na linhagem A172, uma vez que o controle
negativo apresentava (0.602 + 0.02%, p<0.0001, F 41,46); a concentracdo de 2.6 mM (0.466
+ 0.028%, p<0.0001, F 41,46) e 5.3 mM (0.405% 0.039%, p<0.0001, F 41,46). Esses dados
mostram que a linhagem A172 também foi capaz de reduzir a producéo de oxigénio reativo

no glioblastoma humano, figura 16B.
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Figura 16 - Reducéo da producgdo de oxigénio reativo apos o tratamento de 72h com 1-DNJ em

culturas de células cancerigenas.
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Legenda. Em A temos a linhagem de celular A172 tratada com 9.6 e 19.3 mM de 1-DNJ, p<0.0001. E
em B representa o tratamento de 2.6 e 5.3 mM de 1-DNJ em culturas de glioblastoma A172, p<0.0001.
Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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5.6. A 1-DNJ apresenta capacidade antioxidante em sistemas livres de células

Os resultados obtidos da capacidade antioxidante através do ensaio de transferéncia de
elétrons pela técnica do DPPH e ABTS mostraram que a 1-DNJ apresenta capacidade
inibitoria aos dois radicais utilizados em comparagdo ao antioxidante padrao trolox.

Na inibicdo do radical DPPH os resultados demonstram que a 1-DNJ inibi
significativamente o radical em todas as concentragdes testadas de 10 a 100 uM e que esse
efeito € dependente da concentracdo, assim como, para antioxidante trolox. Entretanto,
observamos que a 1-DNJ apresenta efeitos significativos nas concentragdes de 50 uM (63.85
+ 1.44 %, p<0.0001, F 80.66), 100 uM (68,93 + 0.98%, p<0.0001, F 80,66) e 250 uM (73.44
+ 1.51 %, p<0.0001, F 80.66) em comparacdo ao trolox nas mesmas concentra¢es 50 uM
(32.75 + 0,87 %, p<0.0001, F 80.66), 100 uM (38.22 + 5.33 %, p<0.0001, F 80.66) e 250 uM
(51.15 £ 1.70 %, p<0.0001, F 80.66), figura 17, sugerido que nestas concentracfes a 1-DNJ
apresenta uma capacidade antioxidante maior para o radical de DPPH.

Em relacdo ao radical ABTS, também podemos observar a inibicdo do radical apds
reacdo com a 1-DNJ e/ou trolox. Essa inibicdo também é concentracdo dependente. Todavia a
1-DNJ continua apresentando maior potencial de inibicdo do radical ABTS nas concentracdes
50 uM (53.66 * 1.25 %, p<0.0001, F 89.62) e 100 uM (62.9 + 1,001 %, p<0.0001, F 89.62)
em comparagdo com ao trolox 50 uM (19 + 1.7 %, p<0.0001, F 89.62) e em 100 uM (40.58 +
0.196 %, p<0.0001, F 89.62). E podemos observar que para este radical o trolox tem maior
potencial de inibicdo nas concentragdes 250 UM (92.54 + 5.98 %, p<0.0001, F 89.62) e 500
MM (99.21 £ 0.408 %, p<0.0001, F 89.62) comparado com a 1-DNJ 250 puM (66.72 £ 7.71 %,
p<0.0001, F 89.62) e 500 uM (81,00 *+ 2 %, p<0.0001, F 89.62), figura 18.



Figura 17 — A 1-DNJ promove inibicdo do radical livre DPPH
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Figura 18 — A 1-DNJ promove sequestro do cation ABTS.
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6. DISCUSSAO

O céncer ainda é a segunda causa de morte no Brasil e um problema de salde publica
(LEONARDO; ADRIANO, 2020), apesar dos avanc¢os nos tratamentos com a utilizagdo de
alguns farmacos, infelizmente, essas substancias usadas na clinica ainda apresentam efeitos
colaterais que também acabam agredindo células normais (SCHLICHTIG et al., 2019).

As linhagens celulares sdo 6timos modelos pré-clinicos para avaliar o perfil de novas
drogas contra o cancer, por mimetizar condices do ambiente tumoral similar ao céncer
primario em humanos. Haja vista que é muito importante a investigacdo de compostos
anticancer que tenham o minimo de feitos citotoxicos em células normais (HAGLUND et al.,
2012).

Nesse estudo, investigamos o efeito da 1-desoxinojimirina em culturas de células
cancerigenas de adenocarcinoma gastrico e de glioblastoma humano. Realizamos ensaios de
viabilidade celular pelo método MTT e comparamos a ac¢ao da 1-DNJ apds 72h de tratamento
em linhagem de células normais MRC5. Identificamos que o tratamento com 1-DNJ induziu
um efeito citotoxico nas linhagens de células cancerigenas de adenocarcinoma gastrico do
tipo difuso (ACP02) e glioblastoma multiforme (A172). Enguanto na linhagem de célula
normal (MRC5) houve somente uma reducdo da viabilidade em concentracdes elevadas. Os
dados obtidos sugerem que a 1-DNJ tem seletividade em reduzir a viabilidade das células
cancerigenas sem provocar a morte das células normais nas concentragdes testadas.

Estes dados estdo de acordo com a literatura, a qual tem mostrado que os produtos
naturais da classe dos iminociclitol como N-Decil-1,5-imino-L-fucito (N-Decyl-DFJ) também
apresentam efeitos citotoxicos e antiproliferativos em linhagens celulares de cancer de mama
e de prostata apds 72h de tratamento com este bioativo (ZHOU et al., 2019). Assim como a
N-(8-(3-¢etinilfenoxi) octil-1-desoxinojirimicina na concentracdo 100 UM promoveu inibicao
do crescimento e migracdo celular de linhagens de células de carcinoma de pulméo apds 72h
de tratamento e ainda induziu a morte celular por apoptose (ZHAO et al., 2010).

Também foi observado em experimento de culturas de cancer gastrico tratadas com
nanoparticulas de éxido de zinco carregadas com extrato de Morus Nigra por 24h nas
concentracBes de 5 a 25 pg/mL que essas concentracGes reduziram significativamente a

viabilidade celular, além de induzir alteracdo no potencial de membrana dessas células nas
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O papel da 1-DNJ tem sido amplamente investigado por atuar como um inibidor da
proteina de superficie celular a-glucosidase (HEDRINGTON; DAVIS, 2019), como
verificado em estudos anteriores utilizando a técnica de docagem, com derivados da 1-DNJ
marcados por sonda fluorescente, no qual foi identificado que seus derivados possuem alta
afinidade por essa proteina em linhagens de células Caco2-a de adenocarcinoma de colorretal
(HATANO et al., 2019). Além disso, a maior absor¢do de 1-DNJ ocorre no intestino e rins
(PARIDA et al., 2019) e seus derivados como DNJ N-Alquilados sdo capazes de passar pela
membrana celular e pelo lumen do reticulo endoplasmatico em linhagem de células de
leucemia humana HLG60, inibindo a biossintese de glucosfingolipideos e alfa-glucosidase do
tipo I e I (HOWARD R. MELLOR, 2004).

Dessa forma, hipostenizamos que a 1-DNJ tem grande potencial de interferir em
outras vias de sinaliza¢Ges celulares, especialmente em células cancerigena, conforme a figura
19. Em nosso estudo, o foco foi avaliar a producéo de oxigénio reativo, também chamado de
anion superoxido (O), ja que ele € um componente primordial para a progressao e iniciacéo
do céncer.

No tratamento de 72h com 1-DNJ nas culturas de células cancerigenas, tanto em
linhagens de glioblastoma multiforme quanto em adenocarcinoma gastrico, identificamos que
0 tratamento promoveu uma reducdo significativa na producdo de oxigénio reativo pela
técnica de NBT, em contrapartida nos controles negativos apresentavam niveis aumentados da
producdo deste radical.

Estes resultados corroboram os estudos que mostram que em células cancerigenas
esse radical apresenta niveis basais diferentes dos encontrados em células normais, que sao
ideais para o seu perfeito funcionamento e favorecem um ambiente pro-oxidante, entretanto a
desregulacdo na producdo de O, pode provocar a morte das células cancerigenas
(BRONSART; STOKES; CONTAG, 2016; LIBERTI; LOCASALE, 2016; MOLONEY;
COTTER, 2018; PARK, 2018).

Essa diferenca na producdo, possivelmente, exacerbada de EROS em células
cancerigenas se da principalmente pela alteracdo funcional da mitocdndria, que contribui
nessas células para o processo de reprogramacdo gendmica promovendo o aumento das
espécies reativas a fim de contribuir para iniciacdo e progressdo do cancer (YANG et al.,
2016).

E na mitocondria que ocorre a maior producdo de O, sendo fundamental para a

formacéo de vérias espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Entretanto em células normais
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essa producdo de anion superdxido é inicialmente controlada por defesas antioxidantes como
a propria superoxido dismutase dependente de manganés (MnSOD) que elimina a EROS
mitocondrial (TURRENS, 2003). Mas em célula cancerigena a MnSOD podem estar
superexpressas e apresentar um efeito dual, seja para suprimir o tumor ou favorecer sua
proliferacdo e metastase (HOLLEY; DHAR; CLAIR, 2013).

Outros compostos, como o farmaco bortezomibe (BTZ) promoveu reducdo
significativa do niamero de células NBT-positivas em linhagens de células de leucemia HL60
(ZHOU et al., 2013). Além deste, a tetrahidrobiopterina (BH4) induziu apoptose em linhagens
de células de melanoma pelo aumento da producdo de oxido nitrico e redugdo de células
NBT-positivas (GONCALVES et al., 2019). Essa desregulacdo da producdo de oxigénio
reativo em células cancerosas possa induzir estresse oxidativo nessas células e ndo mais
produzir efeitos pro-oxidandates.

Esses resultados corroboram com os dados obtidos da capacidade antioxidante da 1-
DNJ em inibir os radicais DPPH e ABTS por transferéncia de elétrons e diminui o potencial
oxidativo destes radicais em sistemas livres de células, sugerindo entdo que o composto
bioativo pode apresentar efeitos antioxidantes similares em modelos celulares.

Os ensaios de DPPH e ABTS sdo amplamente utilizados para medir a capacidade
antioxidante de compostos bioativos. Na técnica de DPPH, os compostos antioxidantes doam
elétron para este radical o deixando menos oxidativo e mais estaveis (AKAR; KUCUK;
DOGAN, 2017). Estudos realizados com as espécies Morus e Broussonetia pertencente a
familia moracea, também mostraram que compostos bioativos presentes nestas plantas
possuem capacidade de eliminacgéo destes radiais (CAO et al., 2020).

Estes dados também corroboram com resultados obtidos do extrato das folhas da
amoreira (Morus alba L e Morus nigra) que sdo ricos em 1-DNJ, nesse estudo os resultados
mostram que a amoreira branca possui um ic50 de 80,60 pug / mL e a preta 114,94 ug / mL
(ERUYGUR; DURAL, 2019).

Em nossos resultados, a 1-DNJ além alterar a producdo do radical superéxido também
induziu parada no ciclo celular na G2/M em ambas as linhagens cancerigenas. A fase G2M
(fase de gap da mitose) € primordial para a formagdo do fuso mitético e replicacdo do DNA e
o completo sincronismo das fases do ciclo celular que também incluem a GO (fase de
repouso), G1 (pré-sinaptica) e S (fase de sintese) sdo indispensaveis para que a célula possa
manter sua integridade genémica (SCHMIDT et al., 2017).
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Os danos de DNA sofridos por células cancerigenas pela parada do ciclo celular na
fase G2/M geram alteracdes significativas na proxima fase da mitose (M), que promovem
ativacdo de vias de morte celular (CASTEDO et al., 2004). Esses danos no DNA acabam
impedindo o crescimento e a proliferacdo destas células, como observado em células de
cancer de prostata tratadas com o produto natural da classe das cholconas a Flavokawain A,
que induz alteracdo na vias de sobrevivéncia celular, parada no ciclo celular na fase G2/M e
morte celular por apoptose desencadeada pelo estresse oxidativo gerado pela reducdo dos
niveis de glutationa e aumento das espécies reativas de oxigénio (WANG et al., 2020).

Como sugerido, a desregulacdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio pode ativar
fatores de morte celular. Em nosso trabalho a 1-DNJ ativou vias de morte celular diferentes
em adenocarcinoma gastrico e glioblastoma multiforme apds 72h de tratamento, o qual foi
verificado pela coloracdo laranja de acridina. Nas linhagens de células ACP02 a 1-DNJ
induziu morte celular por necrose e na A172 provocou morte celular por apoptose.

Nossa hipdtese é de que o padréo de morte celular diferente nas linhagens, certamente,
pode estar associado ndo somente por causa da localizacdo anatdmica dessas células, mas
também pela expressao de genes que s@o fundamentais para a agressividade do tumor e de seu
potencial metastatico como os genes da familia Myc.

Tal hipdtese corrobora com os dados da literatura que mostram que linhagens de
células ACP02 tratadas com biflorina, obtida da raiz da Capraria biflora, promoveu a
diminuicdo da expressdo do gene Myc e levou a morte celular por necrose (BARBOSA-
JOBIM et al., 2020).Além disso, varios estudos tém mostrado a relacdo de drogas com a
diminuicdo da expressdo do deste gene Myc nessas ceélulas (DANIELLE QUEIROZ
CALCAGNO, 2013; LEAL et al., 2009c; PORFIRIO- DIAS et al., 2020; VALERO et al.,
2014). Entretanto, embora existam evidéncias que suportem esse pensamento, sem duvida,
mais estudos precisam ser realizados para relacionar a ligacdo deste gene no tratamento da 1-
DNJ nestas células.

Em nossos estudos, os efeitos gerados pela 1-DNJ também foram capazes de alterar o
padrdo de migracdo celular diminuindo, ao longo do tempo, a area do risco em relacdo ao
controle negativo de cada linhagem. A inibicdo da migracdo celular € outra maneira pela qual
0s compostos bioativos podem atuar, conforme relatados pela literatura com derivados da 1-
DNJ que promovem esse bloqueio da motilidade celular pela diminui¢do da expressao de
metaloproteinases de matrix (COSTA et al., 2021; WANG; YANG; HU, 2010).

No céancer tem-se a necessidade de medicamentos que atuem com estratégias de
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quimioprevencdo, com reducdo de efeitos colaterais e sem danos das ceélulas normais. Sendo
assim, a luz dos problemas hodiernos, em especial os encontrados na terapia oncoldgica, e
diante dos resultados promissores levantados por esse estudo, 1-DNJ apresenta-se como uma
excelente candidata para o tratamento do cancer, é claro, sendo necessarios mais estudos para
a melhor elucidagio de suas vias de sinalizacdo celular envolvidas tanto no adenocarcinoma

gastrico quando no glioblastoma multiforme.

Figura 19 — Esquema representativo dos efeitos da 1-DNJ em linhagens celulares de

adenocarcinoma gastrico e glioblastoma multiforme.
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Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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