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MECANISMO APOPTOTICO DAS FRACOES DO EXTRATO
BRUTO DE Guatteria riparia EM CELULAS MDA-MB-231E
MCF-10A

Pablo de Carvalho Domingues

RESUMO

O cancer de mama € a segunda neoplasia mais incidente em mulheres. A
apoptose regula a recomposicéo fisioldgico-funcional do organismo, bem como no
controle do crescimento de células tumorais, quando ocorre alteracées nos genes e
proteinas envolvidos nesta via. O presente estudo visa a observacdo do
comportamento do extrato na inducdo a apoptose em células de tumor de mama
metastatico, em comparacao com células normais. Foram feitas avaliacdes de morte
celular e avaliacdo do ciclo celular, para determinacdo da fase do ciclo mitotico
interrompido pelo extrato, ambos por citometria de fluxo.Também esté sendo realizado
a quantificacdo das proteinas totais para posterior quantificacdo das proteinas
relacionadas a apoptose. Foram feitos estudos da expressdo para 0S genes
envolvidos na apoptose. Foram realizados ensaios imunoenzimaticos. Com este
estudo foi verificado que o extrato de Guatteria riparia induz a apoptose em células
metastaticas e em células normais. em termos da capacidade de permanéncia em
determinada etapa do ciclo celular, N1091 e suas fases de particdo proporcionaram a
permanéncia em G2 e em menor intensidade, G1, das células normais de mama MCF-
10A . J4 as células de tumor metastatico MDA-MB-231 ndo apresentaram interrup¢ao
em uma fase especifica do ciclo celular, embora haja maior quantidade de células em
G2 e em S, o que demonstra um relativo controle no crescimento das células tumorais
ocasionado pelo extrato N1091. Em termos de inducdo a apoptose, observou-se que
N1091 induziu maior porcentagem de apoptose nas células normais de mama,
enquanto N1091 e N1091-15 induziram as células MDA-MB-231 a apoptose em maior
porcentagem, embora N1091-14 e 1901-16 induziram maior expressao de
determinados genes, como BCL-2, BAX e MCL-2, e de proteinas como BAD,
Caspase-9 e p53, em relacao & célula normal, o que indica uma possivel acdo dos
tratamentos na inducdo a apoptose pela via intrinseca Os resultados até aqui obtidos
demonstram um alto potencial indutor de apoptose do extrato N1091 e suas fases de
particdo, o que contribui para a continuidade dessa pesquisa em relacéo a utilizacédo
de agentes naturais como principios antitumorais.

PALAVRAS-CHAVE: morte celular , célula tumoral, floresta amazonica, metastase ,
citometria de fluxo
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APOPTOTIC MECHANISM OF FRACTIONS OF CRUDE EXTRACT OF
Guatteria riparia IN MDA-MB-231 AND MCF-10A CELLS

Pablo de Carvalho Domingues
ABSTRACT

Breast cancer is the second most common neoplasm in women.
Apoptosis regulates the physiological-functional recomposition of the
organism, as well as controlling the growth of tumor cells, when changes
occur in the genes and proteins involved in this pathway. The present
study aims to observe the behavior of the extract in inducing apoptosis in
metastatic breast tumor cells, compared to normal cells. Cell death and
cell cycle assessments were carried out to determine the phase of the
mitotic cycle interrupted by the extract, both using flow cytometry.
Quantification of total proteins is also being carried out for subsequent
guantification of proteins related to apoptosis. Expression studies were
carried out for genes involved in apoptosis. Enzyme immunoassays were
performed. This study found that Guatteria riparia extract induces
apoptosis in metastatic cells and normal cells. in terms of the ability to
remain in a given stage of the cell cycle, N1091 and its partition phases
provided the permanence in G2 and to a lesser extent, G1, of normal MCF-
10A breast cells. The MDA-MB-231 metastatic tumor cells did not show
interruption in a specific phase of the cell cycle, although there is a greater
quantity of cells in G2 and S, which demonstrates a relative control in the
growth of tumor cells caused by the N1091 extract. In terms of induction
of apoptosis, it was observed that N1091 induced a higher percentage of
apoptosis in normal breast cells, while N1091 and N1091-15 induced
apoptosis in MDA-MB-231 cells in a higher percentage, although N1091-
14 and 1901- 16 induced greater expression of certain genes, such as
BCL-2, BAX and MCL-2, and proteins such as BAD, Caspase-9 and p53,
in relation to normal cells, which indicates a possible action of treatments
in inducing apoptosis by intrinsic pathway The results obtained so far
demonstrate a high apoptosis-inducing potential of the N1091 extract and
its partition phases, which contributes to the continuity of this research in
relation to the use of natural agents as antitumor principles.

Keywords: apoptosis, necrosis, Amazon rain forest, metastatic tumor, MCF-10A, flux
cytometry



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

Segundo Carl Sagan, temos um dever para com o planeta:

..." Nossas lealdades estao com as espécies e com o planeta. Nos falamos pela Terra. Nossa
obrigacdo de sobreviver e florescer pertence, ndo s6 a né6s mesmos, mas também ao
Cosmos, antigo e vasto, do qual surgimos” ...



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

AGRADECIMENTOS

Momentos felizes aqueles em que pude desfrutar em todos 0s momentos
durante a realizacao desse projeto de Doutorado sempre seréo lembrados, deixo aqui
meus mais sinceros agradecimentos a todos que de alguma forma estiveram
envolvidos na realizacéo deste projeto.

A Deus, de onde retirei toda forca pela fé e pude ir até o fim.

A minha orientadora Doutora Ivana Suffredini por toda a sua generosidade,
confianga e 0s ensinamentos nessa jornada.

Ao Técnico de Laboratério Sergio Frana um amigo que me ensinou e ajudou
muito em todos os momentos.

A minha familia, meu esteio com o apoio incondicional na minha vida.

Aos meus professores, a UNIP, a CAPES e a FAPESP que possibilitaram que
esse sonho fosse possivel.

Daqui so levo alegrias !



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. . Delineamento experimental proposto para o presente projeto ............... 10
Figura 2 Exsicata [AAO3562 (Herbario UNIP2546) referente a espécie Guatteria
riparia R.E.Fries (Annonaceae), da qual foi obtido o extrato N1091 e suas fases de
particdo. Herbario UNIP - Nucleo de Pesquisas em Biodiversidade — NPBio. ............ 11
Figura 3. Porcentagem de crescimento ou letalidade das células normais de mama
MCF-10A e das células de tumor de mama MDA-MB-231 ap0s tratamento com o
extrato N1091 e suas fases de particdo cloroférmio (1091-14), butandlica (1091-15) e
aquosa (1091-16). S&o dados os valores obtidos para curcumina (47) e doxorrubicina

Figura 4. Gréafico de Analise de Componentes Principais para o ciclo celular dos
tratamentos com N1091 e suas fases de particdo nas células MDA-MB-231 e
IMICFLOA .ottt e e e e e e e et et e e e e e e e e e bt a e e e e e e e e e e e e aab b raeeeaaeanaan 39
Figura 5: Grafico de Analise de Componentes Principais para a apoptose dos
tratamentos com N1091 e suas fases de particdo nas células MDA-MB-231 e
Ot N 41
Figura 6: Grafico de Analise de Componentes Principais para as proteinas de
apoptose dos tratamentos com N1091 e suas fases de particdo nas células MDA-MB-
pZC = 1Y/ e 42
Figura 7: Grafico de Andlise de Componentes Principais dos tratamentos com N1091
e suas fases de particdo para aexpressao genica das proteinas de apoptose dos nas
células MDA-MB-231 € MCFLOA. ...ttt ettt e e e e e eeeees 44
Figura 8: Esquema ilustrativo das vias de sinaliacdo de apoptose, Intrinseca e

[ 1Y=Tor- TR 51

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Citotoxicidade as células normais MCF-10A e de tumor de mama MDA-MB-
231 apos tratamento com o extrato vegetal N1091 e suas fases de particao, e

curcumina.



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagdo e Pesquisa



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagdo e Pesquisa

LISTA DE ABREVIACOES

AKT o Proteina quinase B

INK. c-Jun NH2 Quinase Terminal

PBS...oiieiiiieiiiee, Soro Fetal Bovino

P53, Proteina 53

RNA.......cooeeeenen Acido Ribonucleico

DNA......cvvviiere, Acido Desoxirribonucleico

cDNA............... Cadigo de Sequéncia Acido Desoxirribonucleico
RT-PCR............... Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real

U [o [ Micrograma

ML o Microlitro

ICveeeeeeeeeeeeenn, indice de Crescimento

Ml s Mililitro

MM e, Milimolar

O PR Unidade

IBAMA......oovviiiiiienenn. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis

INCA.....oovviiririne Instituto Nacional de Cancer

CASPASES. ........ cysteine-dependent aspartate-specificproteases



SN

UNIVERSIDADE PAULISTA

Vice-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

SUMARIO
CAPITULO |
L INTRODUGAO ...ttt ettt et ettt ettt et et e ettt et e saeereeneanes 9
2 OBUIETIVOS ...ttt et e e e et e et et e e e e a e e e e aa e aaan 12
2.1 ODJELIVOS GEIaIS ...cceiiiiiiiiiiiiiiie e 12
3 CONSIQERAQC)ES FIN AL S e e 15
4 REFERENCIAS ..o e e e e e e e et 16



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagdo e Pesquisa

CAPITULO |



NI

Vice-Reitoria de Pds-Graduagéo e Pesquisa

1 INTRODUCAO

O céncer de mama € a neoplasia maligna mais incidente na populacao
feminina brasileira, excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma. O risco
estimado é de 66,54 casos a cada 100 mil mulheres em cada ano do triénio 2023-
2025. Ocupa a primeira posicdo em todas as regides brasileiras, com valores
maiores no Sudeste (84,46/100 mil) e no Sul (71,44/100 mil), seguidos pelo
Centro-oeste (57,28/100 mil), Nordeste (52,20 /100 mil) e Norte (24,99/100 mil);
(INCA, 2023). Os canceres tém sido associados a uma ampla gama de
alteracbes genbmicas, essas células sofrem mutacdes em seu DNA e adquirem
caracteristicas especificas de alta resisténcia aos sinais de homeostase
(KIM,MINKYU et. al.,, 2021). Os sinais de resisténcia incluem sinalizacdes
proteina-proteina em que a célula ndo reconhece os fatores de inibicdo de
crescimento, € resistente & morte celular, permitindo a imortalidade replicativa,
inducdo de angiogénese, e ativagdo de invasdo tecidual e metastase
(KIM,MINKYU et. al., 2021). As vias de sinalizacdo que regulam o metabolismo
celular para sustentar o crescimento e a proliferacdo celular podem ser usadas
como fonte de combustivel por células adjacentes em proliferacdo (cancerosas
e ndo neopléasicas) bem como as células tumorais sdo capazes de reprogramar
seu metabolismo e escapar da acdo imunoldgica do organismo. Estas células
também possuem outro nivel de complexidade, conseguindo recrutar células
normais que contribuem no desenvolvimento do seu “microambiente tumoral”,
(BROWN, 2021), o que dificulta ainda mais o desenvolvimento de novos meios
de tratamentos contra o cancer.

Segundo o INCA, tem-se notado um aumento no aparecimento de outras
comorbidades durante o tratamento oncologico. Alguns tratamentos sao
baseados em cirurgias, quimioterapias e radioterapias. Estes possuem
beneficios e riscos levados em consideracdo nas decisfes de tratamento para
individuos e recomendacdes para grupos de mulheres onde podem reduzir a
mortalidade por cancer de mama, mas podem aumentar a mortalidade por outras
causas. (KERR et al.,, 2022). Os tratamentos convencionais cirargicos,

guimioterapias e radioterapias séo severos e com efeitos colaterais agressivos
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e requerem rotineiramente o emprego de terapias neoadjuvantes (BURSTEIN et
al, 2021). Porém nenhum dos protocolos de tratamento € capaz de eliminar
toatalmente as células tumorais, além de proporcionar o aparecimento de efeitos
colaterais agressivos que resultam em alta toxicidade e da resisténcia aos
farmacos antineoplasicos disponiveis. Além de tudo, a depender do nivel de
desenvolvimento do tumor, h4 a necessidade de doses ainda mais elevadas de
medicamentos para que o tecido alvo seja atingido, e com isso, células normais
também séo atingidas, 0 que ocasiona sua morte deixando o individuo ainda
mais debilitado (AMUJURI et al, 2018). Com o objetivo de buscar novos
tratamentos alternativos, as pesquisas com compostos naturais vém crescendo
ao longo dos anos, na tentativa de encontrar possiveis farmacos anti-tumorais
capazes de minimizar os efeitos colaterais em relacdo aos ja utilizados
(SHAHALI et al, 2017).

A busca por novos produtos naturais com atividade antineoplasica levou
a identificacdo de paclitaxel, docetaxel e dos alcaloides da vinca, que ja séo
utilizados em terapias contra o cancer (CRAGG; NEWMAN, 1997; SUFFREDINI
et al., 2007). A introdugcédo de novos compostos terapéuticos ativos provenientes
da natureza no tratamento contra 0 cancer representa uma importante evolugéo
para a pesquisa e também para os pacientes com neoplasias Os produtos
naturais estdo se tornando cada vez mais importantes para a descoberta de
medicamentos devido a sua alta diversidade molecular e a sua nova
biofuncionalidade. Além disso, os produtos naturais podem proporcionar eficacia
e seguranca superiores devido as suas propriedades moleculares unicas,
condicbes estas muito relevantes para a utilizagdo como agente antitumoral
(NAEEM et al.,2022).

Aproximadamente 20% da biodiversidade mundial pode ser encontrada
em territério brasileiro, e destacam-se os biomas da Amazbnia e da Mata
Atlantica. Devido a essa vasta biodiversidade e ao fato de que 60% de todos os
medicamentos serem provenientes de fontes naturais (NEWMAN; CRAGG,
2016) os extratos de plantas da Amazonia tém sido triados para a realizacdo de
ensaios in vitro para descoberta de agentes citotoxicos contra doengas como o
cancer de prostata e o cancer de mama (SUFFREDINI et al., 2006a;
SUFFREDINI et al., 2007). Por meio de ensaios in vitro, 0s extratos dessas

plantas apresentaram atividade antitumoral. Agentes citotoxicos contra células

1
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do céancer de préstata da linhagem PC-3 foram encontradas em 17 extratos de
plantas (SUFFREDINI et al., 2006) e também evidenciou-se atividade citotdxica
e de letalidade celular na linhagem MCF-7 de adenocarcinoma humano, por 11
extratos de plantas (SUFFREDINI et al., 2007).

Os extratos provenientes da Amazobnia que apresentaram toxicidade
para células tumorais MCF-7 (SUFFREDINI et al., 2007) foram investigados
guanto ao tipo de morte celular que se estabeleceu, e de acordo com as analises,
15 extratos foram selecionados por apresentarem alto indice de apoptose, sendo
0 extrato bruto organico N1091, proveniente de Guatteria riparia R.E.
Fr.(Annonaceae), o de maior percentual apoptético (AGUIAR, 2017).

Nos ultimos anos, a compreensao que se tem dos mecanismos que
orquestram a morte celular e das suas consequéncias na homeostase aumentou
substancialmente. Apoptose, ou morte celular programada, é o tipo de morte
onde h&d a degradacdo de todos os componentes intracelulares, sem
extravasamento para 0o meio extracelular, pois ndo ha o rompimento da
membrana celular, e a qual mantém a homeostase/equilibrio do tecido
(BERTHELOOT et al., 2021).

A apoptose € um modo distinto de morte celular responsavel pela
eliminacdo de células senescentes ou indesejaveis em tecidos normais e
também em contextos patolégicos especificos. Caracteriza-se pela compactagéo
e marginagdo da cromatina nuclear, a condensagdo do citoplasma e a
convolucdo dos contornos nucleares e celulares. Em uma fase posterior, os
fragmentos de nucleo e as protuberancias que se formam na superficie da célula,
separam-se em corpos apoptoticos que sao fagocitados pelas células proximas
e degradados dentro dos lisossomos (BERTHELOOT et al., 2021).

O extrado bruto N1091 induziu apoptose em células MCF-7, conforme
evidenciado por AGUIAR (2017) e Correia (2020). A proposta do presente
trabalho foi realizar a separacdo quimica dos compostos desse extrato e avaliar
o percentual de apoptose nas células de tumor MDA-MB-231 e células normais
MCF-10A que cada grupo quimico causa de forma isolada e, possivelmente,
identificar qual o grupo quimico da planta é responsavel pelo processo de
apoptose das células tumorais MDA-MB-231 e células normais MCF-10A e
também investigar se a morte celular programada sugere a via extrinseca ou

intrinseca mitocondrial de inducéo de apoptose.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos indicam que as fases de particdo N1091.15 e N1091.16
mostraram um elevado potencial de que haja principios ativos indutores de
apoptose pela via intrinseca, a expressédo dos genes pro-apoptéticos BAX, BAD
e BID, encontrando-se mais expressas nos tratamentos das células MDA-MB-
231 envolvidos no processo apoptético pela via intrinseca mitocondrial e
demonstraram alta capacidade de uso como medicamentos na terapia
antitumoral, a ser dado continuidade e aprofundamento em projetos relacionados

ao estudo quimico das fases de particdo e avaliacdo em modelos animais.
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