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RESUMO

O tratamento eficaz do cancer ainda desafia a medicina, uma vez que as estratégias
até entao empregadas ndo se mostram suficientemente seguras e capazes de eliminar
de maneira especifica as células tumorais. O cancer de préstata (CaP) é uma
neoplasia maligna altamente incidente e o desfecho dos pacientes depende
diretamente do tratamento adotado, sobretudo da eficacia dos quimioterapicos
utiizados. Nesse contexto, a busca por produtos naturais ativos com agéo
antineoplasica tem se mostrado promissora. No presente estudo é relatado o efeito
citotdxico de diferentes extratos vegetais (obtidos de espécies do cerrado brasileiro) e
da substancia 4-nerolidilcatecol (4-NC) frente a células tumorais prostaticas. Além
disso, 0 4-NC foi avaliado quanto a sua capacidade de suprimir diferentes mecanismos
associados ao CaP. Foram cultivadas trés linhagens celulares de préstata: RWPE-01
(n&o tumorigénica), LNCaP (tumorigénica sensivel a andrégeno) e PC3 (tumorigénica
resistente a castracdo). Estas foram tratadas, individualmente, com extratos hexanicos,
cloroférmicos e hidrometandlicos de 10 espécies vegetais e a citotoxicidade avaliada
pelo método MTT. O extrato hexanico de Pothomorphe umbellata se mostrou promissor
ao diminuir a viabilidade das linhagens tumorais. A substancia obtida deste extrato
hexanico de P. umbellata, o 4-NC, apresentou citotoxicidade seletiva contra linhagens
de CaP, em especial sobre as linhagens PC3, induzindo também a apoptose, alterando
o potencial de membrana mitocondrial e reduzindo a prolferagcdo e invasao.
Finalmente, a analise da expressdo de 84 genes associados a diferentes vias
oncogénicas demonstrou que o 4-NC é capaz de modular, além da apoptose e ciclo
celular, o mecanismo de Transigao epitélio-mesenquimal (EMT), angiogénese e hipdxia
nas células PC3. Nossos achados elucidaram a atividade antitumoral do 4-NC frente a
células de CaP, o qual se mostrou promissor sobretudo na supressdao de mecanismos
oncogénicos do modelo resistente a castracdo. Estudos adicionais sé@o necessarios
para melhor descrever seu comportamento validando o 4-NC como uma nova
alternativa para o tratamento do CaP avangcado ou como protétipo para o

desenvolvimento de novos farmacos antitumorais.

Palavras-chave: Cancer de prostata resistente a castracdo, produtos naturais,
Pothomorhe umbellata, 4-nerolidilcatecol e bioprospecgao.

xiil



ABSTRACT

Effective cancer treatment still challenges medicine, since the strategies employed so
far are not sufficiently safe and capable of specifically eliminating tumor cells. Prostate
cancer (PCa) is a highly incident malignant neoplasm and the outcome of patients
depends directly on the treatment adopted, especially on the efficacy of the
chemotherapeutic agents. In this context, the search for active natural products with
antineoplastic action is promising. In the present study, is reported the cytotoxic effect of
different plant extracts from Brazilian savanna and of the substance 4-nerolidylcatechol
(4-NC) against prostate tumor cells. In addition, 4-NC was evaluated for its ability to
suppress different mechanisms associated with CaP. Three prostate cell lines were
cultured: RWPE-01 (non-tumorigenic), LNCaP (tumorigenic sensitive to androgen) and
PC3 (tumorigenic resistant to castration). They were individually treated with hexanic,
chloroformic and hydromethanolic extracts from 10 plant species and the cytotoxicity
evaluated by the MTT method. The hexanic extract of Pothomorphe umbellata was
promising by decreasing the viability of the tumor cell lines.The substance obtained
from this hexanic extract of P. umbellata, 4-NC, showed selective cytotoxicity against
PCa lineages, especially on PC3, inducing apoptosis, altering mitochondrial membrane
potential and reducing proliferation and invasion. Finally, analysis of the expression of
84 genes associated with different oncogenic pathways demonstrated that 4-NC
modulated apoptosis, cell cycle, epithelial-mesenchymal Transition (EMT),
angiogenesis and hypoxia in PC3 cells. Our findings elucidated the antitumor activity of
4-NC against PCa, which was promising especially in the suppression of oncogenic
mechanisms of the castration-resistant model. Further studies are needed to better
describe their behavior by validating 4-NC as a new alternative for the treatment of

advanced CaP or as a prototype for the development of new antitumor drugs.

Key words: Castration-resistant prostate cancer, natural products, Pothomorphe
umbellata, 4-nerolidylcatechol and bioprospecting.
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1 INTRODUGAO

1.1Carcinogénese e cancer de prostata: uma visao geral

O cancer é uma doencga crbénica que agrupa um conjunto de mais de 100
patologias caracterizadas por possuirem em comum alteragdes moleculares
que culminam com a divisdo celular descontrolada (KOTECHA; TAKAMI;
ESPINOZA, 2016; STRMISKA et al., 2019). A malignidade resulta do acumulo
de mutagdes que elevam o potencial agressivo e a capacidade metastatica das
células (STRMISKA et al, 2019). A metastase é a principal causa de
morbimortalidade pela doenga (SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013), uma vez
que envolve o comprometimento de tecidos e érgaos adjacentes e/ou distantes
do sitio tumoral primario (STEEG, 2016). Esta colonizagdo extrinseca
progressiva decorre do rompimento de barreiras impostas pelo organismo,
como escape imunolégico, degradagdo da matriz extracelular, infiliragao e
sobrevivéncia no sistema vascular e/ou linfatico (MASSAGUE; OBENAUF,
2016; ZEESHAN; MUTAHIR, 2017). A origem da cascata metastatica inclui
diferentes mecanismos como a transi¢ao celular epitélio-mesenquimal (EMT) e
0 acumulo de células-tronco em um microambiente dindmico e heterogéneo
(LIU et al., 2017; SEYFRIED; HUYSENTRUYT, 2013).

Apesar dos notérios avangos dos métodos de detecgao e tratamento de
neoplasias, o cancer continua sendo um grande problema para a saude publica
(BASTOS et al., 2016). Seus indices epidemioldgicos sdo alarmantes, incluindo
alta incidéncia e mortalidade (KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016;
MARROW; SECRETED; PROTECT, 2014; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).
No ano de 2017, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
cerca de 8,8 milhdes de pessoas chegaram a o6bito em nivel mundial em
decorréncia do cancer, sendo a grande maioria em paises em
desenvolvimento. Sao previstas 12 milhdes de mortes até o ano de 2030
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019; WU, W. et al., 2019). O céancer de préstata

(CaP) e o de pulmao para o sexo masculino e o cancer de mama e o do colo



do Utero para o feminino sdo os mais incidentes, a excec¢ao do cancer de pele
nao melanoma (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019).

O CaP é a segunda principal causa de morte decorrente de tumores nos
Estados Unidos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2019). No Brasil, segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA), sdo estimados 68.220 novos casos da
doenga para o biénio 2018-2019 (INCA - Instituto Nacional de Céancer”, 2018).
Trata-se de um tumor indolente e assintomatico em sua fase inicial. Os sinais,
quando presentes, assemelham-se aos da hiperplasia prostatica benigna
(HPB) (DAMBER; AUS, 2008). Contudo, sua evolucédo pode ocorrer de maneira
rapida e agressiva, obstruindo a vesicula e atingindo, primariamente, 0s 0ssos
(STOCKARD et al., 2004).

Tumores prostaticos sdo multifatoriais, heterogéneos e complexos
molecular e clinicamente (MIMEAULT; BATRA, 2011). Entre os fatores de
risco, destacam-se a idade avancada, a predisposicao genética, a etnia,
doencas sexualmente transmissiveis, atrofias inflamatérias, desregulacao
hormonal e a obesidade (DAMBER; AUS, 2008; HOANG et al., 2017; WANG et
al., 2018; ZADRA; PHOTOPOULOS; LODA, 2013). Acomete, majoritariamente,
homens com idade superior a 60 anos (REBBECK, 2018) e a maioria dos
casos da doenca é esporadica. Contudo, tragcos genéticos sao relevantes para
a promocgao e progressao do tumor (NWOSU et al., 2001). A presenca de pai
ou irmao ja diagnosticados com CaP aumenta em duas vezes a chance de
desenvolvimento da doenca (GRONBERG et al., 1997; NWOSU et al., 2001).
Além disso, loci envolvidos na susceptibilidade ao CaP ja foram descritos,
quais sejam: o 1924-25, referente ao gene Cancer de Préstata Hereditario 1
(HPCT1); o 1g42.2-43 do gene Predisposicao para Cancer de Préstata (PCaP);
0 Xqg27-28, onde se localiza o gene Cancer de Préstata Hereditario Ligado ao
Cromossomo X (HPCX); o 1p 36 do gene Cancer de prostata e cérebro
(CAPB); 0 17p12 referente ao gene Cancer de Prostata Hereditario 2 (HPC2) e
0 20q13 do gene Cancer de Prostata Hereditario 20 (HPC20) (GRONBERG et
al., 1997). Alteracdes nesses loci conduzem a traducéo de proteinas que atuam
em varias vias como angiogénese, apoptose, proliferacdo e diferenciacao
celular (EM; GOULART, 2014).

A etnia também influencia o CaP, sendo este mais incidente em afro-

americanos. Variagdes genéticas e hormonais sdo associadas a esses indices
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(RIVAS et al., 2016). Quanto as doencas sexualmente transmissiveis, assim
como as prostatites, favorecem um ambiente inflamatério rico em citocinas, as
quais corregulam a sinalizagao androgénica e, portanto, conduzem a evolugao
da doenca (PERDANA et al., 2016). Ja a obesidade também é considerada um
fator de risco devido as alteracobes metabdlicas associadas ao estresse
oxidativo e aos niveis alarmantes de insulina circulante, que potencializam o
crescimento celular (ZADRA; PHOTOPOULQOS; LODA, 2013).

O diagnéstico, em sua maioria, ocorre tardiamente, comprometendo a
sobrevida dos pacientes (MIMEAULT; BATRA, 2011). Além disso, o
desconhecimento acerca dos mecanismos moleculares associados a promogao
do CaP limita o aprimoramento das técnicas rotineiramente utilizadas no
rastreio da doencga (BASTOS et al., 2016; LEE; CHO; KIM, 2011; STRMISKA et
al., 2019). Portanto, a heterogeneidade do CaP, além de dificultar seu
diagnéstico, favorece sua evolugao e a consequente ineficacia das estratégias
terapéuticas adotadas. Sua complexidade é traduzida nos diferentes subtipos
moleculares 0s quais exigem estratégias terapéuticas especificas
(KALYANASUNDARAM et al., 2013). Nesse contexto, torna-se necessério
melhor caracterizar esses tumores, sobretudo os mais agressivos, além de
desenvolver novos métodos e medicamentos na busca por uma maior

sobrevida dos pacientes.

1.2 O cancer de prostata resistente a castracao (CRPC) e as limitacées da

quimioterapia convencional.

A tumorigénese da prostata é altamente dependente de andrégenos,
assim como as células normais da glandula (DAMBER; AUS, 2008). Esses
hormbénios  encontram-se  envolvidos com a maturagcdo  sexual,
espermatogénese e desenvolvimento do 6érgdo sexual masculino (EM;
GOULART, 2014). Além disso, também coordenam a apoptose e a proliferacao
de células prostaticas (HOANG et al., 2017).

O principal androgénio circulante é a testosterona, produzida
majoritariamente pelas células de Leydig nos testiculos, sob regulacdo do
horménio luteinizante (LH) (WANG et al., 2018). A testosterona circula no

sangue associada a albumina e globulinas de ligagdo a hormdnios sexuais
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(EM; GOULART, 2014). Apos difusdo pela membrana plasmatica, € convertida
no citoplasma em di-hidrotestosterona (DHT) pela enzima 5-a redutase (WANG
et al., 2018). A DHT apresenta uma afinidade cinco vezes maior ao receptor de
androgénio (AR). Este € um receptor nuclear de horménios esteroides
altamente dependente de ligante e controla a expressdo de varios genes
(HEINLEIN; CHANG, 2004).

O gene que codifica o AR esta localizado no cromossomo Xq11-12,
sendo formado por 8 exons. Estruturalmente é constituido por um arcabouco
com trés dominios funcionais: um N-terminal (NTD) de transativagdo, um de
ligacdo ao DNA (DBD) e o de ligagdo ao ligante (LDB) (WADOSKY;
KOOCHEKPOUR, 2017b). Quando livre da presenga de horménio, o AR se
encontra no citoplasma associado a proteinas de choque térmico (HSP),
responsaveis por protegé-lo da protedlise (EM; GOULART, 2014) (Figura 1).
Apos se ligar ao DHT, por meio do LDB, uma mudang¢a conformacional conduz
o deslocamento das HSPs (TAN et al., 2015). H& a dimerizagao do receptor e a
ligacao de correguladores, com a posterior translocagao para o nucleo, onde o
AR se liga a elementos de resposta androgénica (AREs). No nucleo, portanto,
associado também a proteinas corregulatérias, o AR controla a expressao de
genes alvo, como o antigeno prostatico especifico (PSA) e a protease
transmembrana, serina 2 (TMPRSS2) (SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013).

O rastreamento do CaP é realizado, principalmente, pela dosagem séria
do PSA (CHEN et al.,, 2017). Os niveis desse antigeno se alteram quando o
epitélio do 6rgao se rompe, o que decorre de alteragdes benignas (HPB e
inflamacgdes) e malignas, como o cancer (WALLACE et al., 2014). Também é
realizado o toque retal e ultrassonografia da glandula. A extensdo do tumor
direciona a decisao terapéutica (ZHOU, L. et al., 2017). Ja o tratamento inclui
multiplas abordagens como cirurgia, radioterapia, terapia hormonal e
quimioterapia (DAMBER; AUS, 2008; GAO et al., 2019).



Figura 1: Representacao das principais vias de ativacao do receptor de androgénio (AR)
no cancer de prostata. Ao se ligar a di-hidrotestosterona (DHT) o AR transloca para o nicleo
regulando a expressao de diferentes genes. Mecanismos adicionais sao também responsaveis
por manter a sinalizagdo androgénica ativada como o receptor de interleucina-6 (IL-6), o
receptor do fator de crescimento 1 semelhante a insulina (IGF-1R) e o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR).
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Fonte:(LONERGAN; TINDALL, 2011)

Em 1972, Huggins e Hodges foram pioneiros em demonstrar a
dependéncia do CaP a sinalizacdo androgénica (CHANDRASEKAR et al.,
2015). A terapia de privacdao androgénica (ADT) tem sido o tratamento primario
em casos de CaP metastatico e tumor localmente avancado (SHAFI; YEN;
WEIGEL, 2013). A ADT consiste na ablagdo hormonal por castracao cirargica,
com a orquiectomia bilateral, ou quimica (CHANDRASEKAR et al., 2015), com
a utilizagdo de medicamentos como agonistas do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH), os quais reduzem a producao hipofisaria do horménio
luteinizante, impedindo a producado da testosterona testicular (GROSSMANN;
CHEUNG; ZAJAC, 2013). Além destes, também sdo administrados inibidores
competitivos pelo dominio de ligagcdo ao AR (GELMANN, 2002). Contudo,
muitos pacientes, em um prazo de cerca de dois anos, nao mais respondem a

ADT, o que caracteriza o quadro de CRPC, com a constante ativagdo do eixo



androgénico e a consequente progressao da doenca (HEINLEIN; CHANG,
2004).

Portanto, com a resisténcia a castragdo, mesmo com o bloqueio
hormonal, o receptor continua desempenhando suas fungées (SHAFI; YEN;
WEIGEL, 2013). Diferentes fatores contribuem para esse fendtipo como
amplificagdo, mutagbes, splicing alternativo, mudancas estruturais,
modificacdes em suas proteinas corregulatérias, alteragbes em vias adicionais
que culminam na ativagdo do AR e desregulacdo metabdlica com producgéo de
testosterona pelo cértex adrenal (SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013). A
compreensao das vias envolvidas na reativacdo do AR sao de exirema
importancia para o delineamento de terapias futuras e para a compreensao dos
mecanismos de acao de compostos capazes de conter a progressao do CRPC
(GELMANN, 2002).

A reativagédo do AR intratumoral no CRPC pode decorrer de amplificagao
do receptor (HEINLEIN; CHANG, 2004). A amplificagdo promove
hipersensibilidade, a qual compensa os baixos niveis séricos de androgénio
(NWOSU et al., 2001). Mutacbes em seus dominios, em especial no LDB,
também conduzem a resisténcia, uma vez que moléculas nao androgénicas,
como progesterona, estradiol e alguns antagonistas de AR também ativam o
receptor (HEEMERS; TINDALL, 2007). Embora estas sejam as mais
frequentes, também sao descritas mutacdes em NTD e DBD (GROSSMANN;
CHEUNG; ZAJAC, 2013).

Nas ultimas décadas, tem sido demonstrado que variantes de splicing do
AR (ARV) também regulam a transducdo do sinal androgénico (WADOSKY;
KOOCHEKPOUR, 2017a). ARVs que nao possuem o LDB continuam ativos,
direcionando o maquinario transcricional mesmo na auséncia de hormdnios,
sustentando o quadro de CRPC (LU, C.; LUO, 2013). Ja foram descritos pelo
menos 18 ARVs. O ARV7 tem se destacado, uma vez que consegue adentrar o
nacleo celular, mesmo na auséncia do androgénio, sinalizando para o
crescimento e a proliferagdo de células CRPC (CHAN; LI; DEHM, 2012), além
de manterem a expressdao de PSA (LU, J.; DER STEEN; TINDALL, 2015;
SHAFI; YEN; WEIGEL, 2013).

Os correguladores do AR sado macromoléculas moduladoras que
induzem ou reprimem o funcionamento génico (HEEMERS; TINDALL, 2007).
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Co-ativadores de AR remodelam a cromatina e modificam histonas, facilitando
0 acesso do maquinario transcricional ao DNA nucleossomal (HEEMERS;
TINDALL, 2007). Uma das principais familias de co-ativadores é a p160,
composta por trés proteinas: SRC-1, SRC-2 (TIF2) e SRC-3 (DAI; HEEMERS;
SHARIFI, 2017). Estas se ligam ao AR pelo NTD e atuam com transativadores
génicos (EM; GOULART, 2014). A familia p300 também se destaca, ao
promover modificagdes epigenéticas que garantem o funcionamento génico
(EM; GOULART, 2014). Ja foi demonstrado que em CRPC ha elevados niveis
de expressao do p300 (ZHONG et al., 2014) e, portanto, essas proteinas se
mostram chave para o quadro de CaP avangado (DAIl; HEEMERS; SHARIFI,
2017; HEEMERS; TINDALL, 2007).

Finalmente, fatores de crescimento e citocinas também sao moduladores
do AR (HUANG; FU, 2015). Existem outras vias que ativam essa sinalizagao
reprimida pela ADT (HEINLEIN; CHANG, 2004), aumentando, inclusive, a
transcricdo do receptor (HUANG; FU, 2015) (Figura 1). O receptor do fator de
crescimento 1 semelhante a insulina (IGF-1R) e o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), quando estimulados, ativam proteina-quinase
ativadas por mitégenos (MAPK), proteina kinase B (AKT) e transdutor de sinal
e ativador da transcricdo (STAT), conduzindo a evolug¢ao do tumor (HEEMERS;
TINDALL, 2007; HUANG; FU, 2015). A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina que
modula co-ativadores do AR e, portanto, se mostra importante no quadro de
CRPC (HEEMERS; TINDALL, 2007).

Em decorréncia da reativacdo do AR, o CRPC apresenta um fendétipo
distinto que garante um perfil migratorio, invasivo e metastatico. Nesse
contexto, a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) tem se mostrado um
mecanismo chave para esse grave quadro clinico (GHOLAMZADEH et al.,
2019; IMRAN et al., 2019; KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016; WU, C. Y.;
CHEN, 2019). A EMT envolve a sinalizagcdo mediada pelo microambiente
tumoral onde ha a perda da polaridade apico-basal das células, com o ganho
de uma estrutura desordenada e fibroblastica (FEITELSON et al., 2015). Essa
transicdo € desencadeada por fatores de transcricdo Snail com a consequente
perda da expressao de E-caderinas (JEON; LEE, 2017; NOURI et al., 2014) e
superexpressao de N-caderina, Vimentina e Fibronectina (FEITELSON et al.,

2015). O Snail também protege a células tumorais de sofrerem apoptose
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(JEON; LEE, 2017) e promove a multiplicagdo de células-tronco tumorais
(CSC) (ZEESHAN; MUTAHIR, 2017), as quais também estdo envolvidas com a
resisténcia a terapias convencionais (LEE; CHO; KIM, 2011). Além disso,
estudos anteriores em linhagem LNCaP comprovaram que, na presenca de
ARV7, ha o aumento da expressdao de moduladores mesenquimais, como N-
caderina e a Vimentina (JEON; LEE, 2017; LU, J.; DER STEEN; TINDALL,
2015).

Interessantemente, o processo EMT promove a liberacdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e, portanto, sinaliza para a
angiogénese, uma das marcas do cancer. A neovascularizagdo é crucial tanto
para 0 surgimento quanto para a progressdao da doenca (HANAHAN;
WEINBERG, 2011), sendo também estimulada pela hipéxia, um ambiente de
baixa oxigenagdo (FANG; GILLIES; GATENBY, 2008) superado pelas células
tumorais por meio do aumento de expressdo de enzimas glicoliticas e
transportadores de glicose, o que leva ao estimulo do metabolismo glicolitico
(FANG; GILLIES; GATENBY, 2008). A resisténcia a hipdxia € adquirida a partir
da transcricao de fatores induzidos por hipéxia (HIF) (ZIMNA; KURPISZ, 2015),
o qual mantém a proliferacédo e angiogénese (MUZ et al., 2015).

Importante salientar que a progressao ao CRPC metastatico é refrataria
tanto a ablacdo androgénica, quanto a quimioterapicos convencionais de
primeira linha, como o docetaxel (M CHANDRASEKAR et al., 2015; IMEAULT;
BATRA, 2011). Este tem potencial anti-mit6tico, estabilizando os microtubulos e
inviabilizando a divisdo celular (CHANDRASEKAR et al., 2015). Além disso,
este medicamento ativa caspases, induzindo a apoptose (CHANDRASEKAR et
al., 2015). Por fim, o docetaxel também atua diminuindo a expressdo de AR
(JEON; LEE, 2017). Embora o docetaxel tenha contribuido substancialmente
para o aumento da sobrevida dos pacientes, ainda se faz necessaria a busca
por novos agentes que possam melhorar a resposta terapéutica, seja
isoladamente ou associados as drogas até entdo aprovadas. Além disso, a
toxicidade inerente a quimioterapia debilita os pacientes e, por vezes,
compromete o ciclo de administracao dos quimioterapicos.

Portanto, é premente a descoberta e caracterizacao de novos agentes
terapéuticos seletivos e mais eficazes (GHOLAMZADEH et al., 2019; WU, C.
Y.; CHEN, 2019). A compreensao de seus mecanismos de acado também é
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igualmente relevante, oferecendo subsidios para novos desenhos terapéuticos

que possam, de fato, contribuir para a cura dos pacientes.

1.3 Bioprospeccdao de produtos naturais no tratamento oncoldgico

Os primeiros registros da utilizagdo medicinal de espécies vegetais
datam de 2600 antes de Cristo (aC). Documentos descrevem o uso histérico de
aproximadamente 1000 preparagbes diferentes derivadas de plantas na
composicao de cha, tinturas, emplastros e outras formulagcées (NEWMAN , D.
J. AND CRAGG, 2012). Contudo, sua aplicabilidade na medicina nao se
restringe aos tempos antigos e diferentes espécies continuam sendo estudadas
no cuidado de pacientes acometidos por diferentes enfermidades (CRAGG;
PEZZUTO, 2016; CHEUKA et al., 2016).

Os produtos naturais (PN) sdo vantajosos ao se mostrarem menos
toxicos, acarretando menos efeitos colaterais sem o comprometimento de sua
eficacia (CRAGG; NEWMAN, 2013; DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015;
KOTECHA; TAKAMI; ESPINOZA, 2016). A acao terapéutica de plantas é
mediada por seus metabdlitos secundarios (O'CONNOR, 2015). Estes
desempenham um papel adaptativo relevante (ZAYNAB et al., 2018), sendo
classificados por sua estrutura quimica e biosintetizados a partir de vias
essenciais, como a do acido chiquimico e mevalonato (O'CONNOR, 2015).
Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: alcaloides, terpenos
e compostos fenolicos (CF). O primeiro alcaloide a ser isolado foi a morfina, por
Serturner, em 1805 (KRISHNAMURTI; RAO, 2016). Desde entdo, metabdlitos
secundarios vém sendo explorados, principalmente alcaloides e terpenos,
revolucionando o tratamento de diferentes doengas, incluindo o cancer
(NEWMAN , D. J. AND CRAGG, 2012).

Os CFs sao caracterizados por possuirem pelo menos um anel
aromatico em sua estrutura molecular, em que pelo menos um hidrogénio é
substituido por uma hidroxila (BAILAO et al., 2015; PERES, L., 2012). Nas
espécies vegetais atuam na fotoprotecdo (flavonoides), na defesa contra
patégenos (taninos), na acdo inseticida (isoflavonoides) e na pigmentacao
(antocioninas) (AGATI et al., 2013; ELLIS; FIELD, 2016; NIRMA et al., 2012). O



CF vanilina, extraido da Vanilla planifélia, ja € amplamente explorado na
industria alimenticia como principal componente da esséncia de baunilha
(YANG et al., 2017). Além disso, os CFs tém desempenhado papel importante
na medicina, principalmente devido a sua agao antioxidante (ZHOU, Y. et al.,
2016). Diversos compostos fendlicos ja tiveram seu potencial antitumorigénico
comprovado a partir da acao em diversas vias envolvidas no desenvolvimento
tumoral (CRAGG; PEZZUTO, 2016; KUMAR; RIMANDO; LEVENSON, 2017;
WENG; YEN, 2012). De fato, embora as plantas possam conter centenas de
metabdlitos secundarios, apenas 0s majoritarios sao extraidos em maior
concentracdo (BALUNAS; KINGHORN, 2005; KALYANASUNDARAM et al.,
2013).

O isolamento de compostos biologicamente ativos a partir de espécies
vegetais envolve uma abordagem multidisciplinar, que combina quimica,
botanica, bioquimica combinatéria e analises moleculares, entre outras
(BAILAO et al, 2015). Considerando tumores, substancias naturais s&o
potencialmente promissoras. Cerca de 60% dos farmacos antitumorais atuais
sdo derivadas de fontes naturais, sendo estas referéncias no tratamentos
contra diversos tipos de canceres (BALUNAS; KINGHORN, 2005; CRAGG;
NEWMAN, 2013; CRAGG; PEZZUTO, 2016). A Tabela 1 apresenta
medicamentos bioprospectados de plantas medicinais (FEITELSON et al.,
2015).
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Tabela 1: Quimioterapicos bioprospectados de espécies vegetais com acao antitumoral.

Principio ativo

Classe e espécie

Tipo

Tipo de tumor

Paclitaxel Taxano/ Taxus brevifolia Produto natural Carcinoma de ovério,

(Taxol®) mama. Sarcoma de
Kaposi

Docetaxel Taxano/ Taxus brevifolia Derivado semisintético Cancer de mama,
préstata (incluindo
resistente a castragao)
e de cabecga e pescoco

Cabazitaxel Taxano/ Taxus brevifolia Derivado semisintético Cancer de prostata
resistente a castragéo

Vincristina Alcaléide de vinca/ Produto natural Leucemia aguda,

(Oncovin®) Catharanthus roseu cancer de mama,
neuroblastoma e tumor
de Wilms

Vimblastina Alcaléide de vinca/ Produto natural Cancer de mama, rins

(Velban®) Catharanthus roseu e testiculos

Fonte: (FEITELSON et al., 2015).

O Brasil é detentor da maior e mais rica biodiversidade do planeta com
significativo potencial para pesquisas por novos medicamentos de fontes
naturais (MELO et al, 2017; NASCIMENTO et al, 2011). Contudo, a
bioprospeccao de sua potencialidade terapéutica é incipiente (DOS SANTOS et
al., 2016), evidenciando a importancia de novos estudos na é&rea, sobretudo

voltados para o tratamento oncolégico.

1.4 Espécies encontradas no cerrado como fontes de produtos naturais
para o tratamento do cancer de prostata

O cerrado é um dos diversos biomas existentes no territorio brasileiro,
com vasta e pouco explorada biodiversidade (RIBEIRO, et al., 2014). Mesmo
rico em espécies com potencial farmacologico e terapéutico, as pesquisas
permanecem negligenciadas, além de estar em risco devido as queimadas
para fins agroindustriais (RIBEIRO, et al., 2014). Entre as espécies medicinais
com potencial para o tratamento de cancer, estdo a Achyrocline satureioides,
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Arrabidaea chica, Bidens pilosa, Equisentum ssp, Kalanchoe brasiliensis,
Pothomorphe umbellata, Smilax ssp, Solanum lycocarpum e Vernonia
polyanthes.

1.4.1 Achyrocline satureioides

Achyrocline satureioides (familia Asteraceae), popularmente conhecida
como Macela-do-campo, é nativa da América do Sul. Apresenta-se como um
arbusto perene, com folhas finas e alongadas, chegando a um metro de
altura(BASSANI et al., 2018). A A. satureioides é empregada no tratamento de
doengas respiratorias, distarbios inflamatorios, doencas do sistema nervoso,
problemas hepaticos e do sistema gastro intestinal; além de também ser
utilizada como calmante. Seus compostos fendlicos (CF), principalmente
flavonoides, tém sido associados aos efeitos antitumorais e antivirais ja
descritos (CARINI; KLAMT; BASSANI, 2014; SOUZA et al., 2018). Estudos
comprovaram que essa planta é rica em terpenos, chalconas e CFs, os quais
se destacam por seus efeitos antioxidantes (BASSANI et al., 2018; SOUZA et
al., 2018).

1.4.2 Arrabidaea chica

Arrabidaea chica (familia Bignoniaceae) € denominada popularmente por
crajirt e € amplamente encontrada no cerrado e mata atlantica. pertencente a
(BEHRENS; TELLIS; CHAGAS, 2012) e utilizada como diurética,
antinflamatéria, cicatrizante, bactericida, expectorante, e para o tratamento de
disturbios intestinais. Sua atividade antitumoral ja foi relatada para o cancer
uterino e de boca (RIBEIRO, A. F. C. et al., 2012; TAFFARELLO et al., 2013). A
cajurina, metabdlito principal da A. chica, tem uma pigmentacado avermelhada,
sendo muito utilizada por tribos indigenas como corante. Além disso, suas
acoes antioxidantes e antiinflamatéria ja foram relatadas (ARO et al., 2013;
PAULA et al., 2013).
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1.4.3 Bidens pilosa

Bidens pilosa (familia Asteraceae) € uma planta amplamente encontrada
em paises tropicais, , (CORTES-ROJAS et al, 2013), e conhecida
popularmente como picao-preto. A B. pilosa é considerada uma erva daninha
em alguns paises. Contudo, também é utilizada na alimentagao e como planta
medicinal (LI, S. et al., 2018; WU, J. et al., 2013) para o tratamento de doencgas
hepaticas, cardiovasculares, inflamagoes, infec¢des, diabetes e alguns tipos de
canceres, como o linfoma (LI, S. et al., 2018; WU, J. et al., 2013). Investigagbes
fitoterapicas dessa planta demonstraram a presenca de flavonoides em suas
folhas (GONCALEZ et al., 2008).

1.4.4 Equisetum ssp.

Equisetum ssp. (familia Equisetaceae) € uma herbacea encontrada na
América do Sul é popularmente conhecida como cavalinha e predominante em
regides ribeirinhas (USLU et al., 2013) utilizada em casos de problemas renais,
vasculares, infecciosos, inflamatérios e cancer (MIMICA-DUKIC et al., 2008). A
quercetina ja foi descrita como seu composto majoritario, o qual ja foi avaliado
quanto aos seus efeitos antioxidantes, ao sequestrar radicais-livre, diminuindo
assim a probabilidade de danos por estresse oxidativo (IMAI et al., 2009; LI, H.
et al., 2012; MIMICA-DUKIC et al., 2008).

1.4.5 Kalanchoe brasiliensis

A Kalanchoe brasiliensis € uma Crassulaceae amplamente disseminada
no cerrado, com folhas suculentas. E comumente utilizada como ornamento,
contudo, também possui aplicabilidade medicinal com efeito anti-inflamatério
(FONSECA et al.,, 2018). A K. brasiliensis € popularmente conhecida como
saiao ou flor-da-fortuna. Seu consumo também é indicado em casos de asma,
célculos renais, diabetes, doengas pulmonares, Ulceras, tumores e feridas.

Seus constituintes majoritarios sado flavonoides glicosilados derivados da
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aglicona patuletina, que possuem atividade gastroprotetora (DE ARAUJO et
al., 2018; DE SOUZA DOS SANTOS et al., 2011; FONSECA et al., 2018).

1.4.6 Pothomorphe umbellata

A Pothomorphe umbellata, popular caapeba, € uma planta pertencente a
familia Piperaceae, tipica do cerrado e da mata atlantica, com ciclo de vida
longo, podendo chegar a 2,5 metros. Suas folhas séo largas e em formato de
coracdo, comumente encontrados em locais Umidos e sombreados
(NEUWINGER, 1996). E indicada em casos de diabetes, febres, doencas
hepéticas, doencas gastrointestinais, doencas respiratérias e em feridas,
devido a sua acgao anti-inflamatéria (SPONCHIADO et al., 2014; VALADARES
et al., 2007).

A P. umbellata se destaca por seus metabdlitos secundarios,
principalmente o0 4-NC, o qual possui importantes atividades biolégicas
(CORTEZ et al., 2015; VALADARES et al., 2007). Alguns estudos mostraram
que o 4-NC tem propriedades antioxidantes, citotoxica, antimalaricas,
antitumorais e quimiopreventivas (CORTEZ et al., 2015; LOPES et al., 2013;
PAULIQUEVIS et al., 2015; SACOMAN et al., 2008; SPONCHIADO et al,
2014; VALADARES et al., 2007).

1.4.7 Smilax ssp

A Smilax ssp. € uma espécie pertencente a familia Smilaceae, tipica da
regido mediterrdnea, mas amplamente difundida no cerrado brasileiro. Suas
folhas sdo comestiveis e recomendadas para o tratamento de sifilis, diabetes,
problemas renais e reumatismo (IVANOVA et al., 2011). Também conhecida
como Salsaparrilha, suas partes aéreas sao ricas em saponinas esteroidais
(SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004), as quais apresentam atividades
antitumorais, depurativas e antidiabéticas (SPARG, 2004; IVANOVA et al.,
2011). Estudos com extratos de Smilax relataram a indugdo de morte de
células tumorais por apoptose e autofagia, sugerindo seu papel enquanto
agente antitumoral (SHE et al., 2017; TIAN et al., 2017).
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1.4.8 Solanum lycocarpum

A Solanum lycocarpum € um arbusto nativo do cerrado, pertencente a
familia Solanaceae. Popular lobeira, seus frutos sdo utilizados em casos de
diabetes, colesterol alto, espasmos, dores abdominais e renais (ANDRADE et
al., 2016; MUNARI et al., 2012). Além de ndao serem mutagénicos, seus
extratos protegem o material genético contra danos cromoss6micos causados
por quimioterapicos (TAVARES et al., 2011). Seus metabdlitos majoritarios sao
dois (glicoalcaloides denominados, solamargina e solasonina, também

citotéxicos a células tumorais (MUNARI et al., 2014).

1.4.9 Vernonia polyanthes

A Vernonia polyanthes é um arbusto perene, nativo do cerrado
pertencente a familia Asteraceae. Suas folhas sdao muito utilizadas em casos
de reumatismo, bronquite, malaria e tosse constante (TOYANG; VERPOORTE,
2013). Conhecida popularmente como assa-peixe, a V. polyanthes tem como
metabolitos principais lactonas sesquiterpénicas com propriedades terapéuticas
antiinflamatérias (BARBASTEFANO et al., 2007).

Portanto, no presente trabalho investigou-se compostos biologicamente
ativos para o tratamento do CaP. Em suma, demonstrou-se, por meio de
ensaios funcionais, que o metabdlito da P. umbellata, o 4-NC, age de forma
efetiva e seletiva contra a linhagem CRPC (PC3). Ademais, foi investigado o
mecanismo de acdo do 4-NC sobre as células PC3 ao se quantificar a
expressdo diferencial de 84 genes associados a diferentes mecanismos
oncogénicos. Finalmente, este estudo se destaca ndo somente por apresentar
resultados promissores para o tratamento do CRPC, mas também por
evidenciar a importancia da biodiversidade brasileira quanto a sua potencial

riqueza farmacoldgica.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar extratos vegetais de espécies vegetais encontradas no cerrado
brasileiro e substancia isolada de extrato promissor quanto a sua capacidade

em interceptar mecanismos tumorigénicos do CaP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar extratos de espécies vegetais encontradas no cerrado
brasileiro com potencial antitumoral;

e Investigar a citotoxicidade dos extratos selecionados sobre linhagens
neoplasicas e nao neoplasicas da préstata.

¢ Definir os extratos promissores para o tratamento do CaP;

e Validar o potencial antiproliferativo da substancia pura 4-NC, obtida de
P. umbellata, sobre as linhagens tumorais prostaticas, sobretudo sobre a
PC3, modelo de CRPC;

e Investigar, por meio de estudos funcionais, a capacidade do 4-NC em
induzir a apoptose de células tumorais prostaticas;

e Investigar o mecanismo de acao do 4-NC sobre vias oncogénicas;

o Definir, a partir dos genes regulados, os mecanismos chave de ac¢ao do
4-NC sobre células CRPC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao, coleta e obtencao dos extratos das espécies vegetais.

O presente estudo foi desenvolvido em parceria com a Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF) e encontra-se em consonancia com a Lei
Federal numero 13.123/2015 de Acesso ao Patrimbénio Genético, registrado
sob o numero A5BD484. As espécies vegetais foram definidas utilizando
estratégias integradas e racionais de selecao, incluindo farmacognosia reversa
e critérios taxondémicos e quimiotaxonémicos. As partes aéreas foram coletadas
no Horto da Faculdade de Farmacia — UFJF e as exsicatas se encontram
depositadas no Herbario Leopoldo Krieger - UFJF, juntamente com seu niumero
de tombo A. satureioides (19717), B. pilosa (19613), Equisentum ssp (49200),
K. brasiliensis (43980), P. umbellata (48624), Smilax ssp (65909), S.
lycocarpum (65906) e V. polyanthes (49336).

As amostras foram processadas e os extratos cedidos pelo Laboratério
de Ndcleo de Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN).
Em suma, apds a coleta, as folhas foram secas a temperatura ambiente e, em
seguida, pulverizadas em moinho de facas. Posteriormente, procedeu-se a
maceracao fracionada, em temperatura ambiente, utilizando como solventes o
hexano, cloroférmio e a mistura de metanol:dgua(proporgcéo 7:3 v/v), como
solventes extratores. As solugdes hexanicas, cloroformicas e hidrometandlicas
obtidas de cada amostra foram filtradas para um baldo de fundo redondo e
rotaevaporadas a 40°C para a obtencdo dos extratos fracionados. A
rotoevaporacao foi repetida por 5 vezes a cada 3 dias.

3.2 Isolamento do 4-NC

O 4-NC foi gentilmente cedido pelo laboratério de Nucleo de
Identificacdo e Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN).
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3.3 Linhagens celulares

As linhagens celulares foram obtidas do banco de células American
Type Culture Collection (ATCC). Foram cultivadas as linhagens RWPE-01 (n&o
tumorigénica) e as linhagens tumorais LNCaP (hormbnio dependente) e PC3
(CRPC). As células RWPE-01 foram mantidas em meio de cultivo de
queratindcitos enriquecido com 1ug/mL de extrato de pituaria bovina, 5 ng/mL
de Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) humano recombinante e 100
mg/mL do antibiético sulfato de gentamicina. As LNCaP e PC3 foram cultivadas
em meio RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino a 10% e 100 mg/mL do
antibiético sulfato de gentamicina. Todas foram mantidas a 37C em incubadora
umida com ambiente controlado contendo 5% de CO, até atingirem 80-90% de
confluéncia.

3.4 Ensaio de citotoxicidade

Para se determinar a citotoxicidade das amostras, foi realizado o ensaio
baseado na metabolizacdo mitocondrial do Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT). As fragdes foram diluidas em uma solugdo
estoque a 50 mg/mL em Dimetil-sulfoxido (DMSO) e os experimentos
realizados em triplicata.

Apés a confluéncia, as células RWPE-01, LNCaP e PC3 foram coletadas
e centrifugadas por 5 min a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram solubilizadas em 1 mL de meio de cultura suplementado. Para o
plagueamento, foram utilizadas 2 x 10* células/poco, em placas de 96 pocos,
mantidas a 37°C e 5% CO, por 24 h para aderéncia. Transcorrido esse
periodo, foram adicionados os extratos nas seguintes concentragées, diluidos
em meio de cultivo: 0,125 pg/uL; 0,25 pg/uL; 0,5 pg/ul e 1 ug/uL. Apds 24
horas de tratamento foi adicionado 10 pl de MTT diluido em meio a 5mg/mL por
4 h. Em seguida, foram acrescidos 50 pl de solugéo de dodecil sulfato de sédio
(SDS) 20%/N-dimetil-formamida a 50% e a placa incubada por 16 horas. Por
fim, foi realizada a leitura da absorbancia (Abs) em espectrofotdmetro

(Multiskan GO) no comprimento de onda a 570 nm. Os valores da viabilidade
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celular foram expressos em percentagem relativa a absorbancia determinada

de acordo com a Férmula (F1).

{Abs tratamento —Abs braﬂco}

Viabilidade (%)= Abs DMSO—Abs branco x100 (F1)

Abs tratamento = Absorbancia da Amostra contendo diferentes
tratamentos.

Abs branco = Absorbancia do controle negativo (apenas meio de cultura)

Abs DMSO = Absorbéancia do controle de tratamento (diluente-DMSOQO)

Para os ensaios de citotoxicidade do 4-NC, foram utilizadas as mesmas
condicoes supracitadas. Contudo, o composto foi avaliado nas concentracdes
de 6,12uM,12,5 pM, 25 uM, 50 uM, 80 pM, 100uM, 125uM, 150 pM, 200 pM,
250 puM, 300 uM e 350 uM por 24 e 48horas. O indice citotoxico para 50%
(ICs0) foi calculado por regressao nao linear utilizando-se o software GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A partir do ensaio de
MTT foram definidas as concentragdes do 4-NC para os experimentos
posteriores, quais sejam: 6uM, 65uM, 80uM, 100uM e 125uM.

3.5 Ensaio clonogénico

A capacidade proliferativa das células PC3 foi mensurada pelo ensaio
clonogénico. A andlise foi realizada em ftriplicata e apds tratamento com
concentragao sub-citotéxica (6uM) e citotoxica (80uM) de 4-NC. Foram
plaqueadas 1 x 10? células/poco em placas de 6 pocos. As células foram
mantidas por 15 dias, com troca do meio no sétimo dia ap6s o plagueamento.
Apoés 15 dias, as células foram fixadas em metanol 100% gelado, por 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, o metanol foi removido e entédo

adicionados 1 mL de cristal violeta 0,1% por 1 minuto. As col6nias coradas
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foram lavadas por trés vezes com agua destilada e aquelas com mais de 50

células foram contabilizadas para analise.

3.6 Ensaio de migracao celular

Para a avaliacdo da migracao celular foi realizado o ensaio de wound
healing. Foram plaqueadas 8 x 10* células/poco em placas de 24 pogos, em
triplicata. Apds confluéncia, os pogos foram riscados, na posigcao vertical, com
ponteiras de pipetas de 200uL, com posterior lavagem suave com tampao
fosfato salino (PBS) 1x para retirada do excesso de células. Nesse momento
imagens foram capturadas para o tempo zero. O meio contendo o 4-NC foi,
entdo, adicionado nas concentragcées 6uM, 65uM, 80uM, 100uM e 125uM,
mantido por 24 e 48h e imagens capturadas ap6s cada tempo de incubagdo em
Microscépio Evos®.

3.7 Andlise de apoptose/necrose celular

A apoptose celular foi avaliada por citometria de fluxo a partir da
externalizacdo da fosfatidilserina e a consequente marcagcao com Anexina V/7-
AAD (BD Pharmingen ™). As trés linhagens foram plaqueadas em placas de 6
pocos, em triplicata, contendo 2 x 10° células/poco e tratadas com as
concentragcdes de 6uM, 65uM, 80uM, 100uM e 125uM de 4-NC por 48 h.

Apbs o tratamento, foram adicionados 5uL de Anexina V/7-AAD, com
incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Foram incluidos os
seguintes controles: (i) positivos com 3% de H,O; (ii) negativo sem tratamento;
(iii) linhagens nao coradas; (iv) linhagens coradas apenas com Annexin V e (v)
linhagens coradas apenas com 7-AAD. A quantificacdo da fluorescéncia foi
realizada em Citébmetro de fluxo (BD AccuriCytometers). Para a analise dos

dados foi utilizado o programa FlowJo (Tree Star, Inc).
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3.8 Analise do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

A alteragdo no PMM foi analisada citometricamente utilizando o reagente
MitoStatus Tetramethylrhodamine ethyl Ester (TMRE) (BD Pharmigen),
seguindo-se as recomendagbes do fabricante, com modificagbes.
Sucintamente, as trés linhagens foram plaqueadas, em triplicata, em placas de
6 pocos, contendo 2 x 10° células/poco. Estas foram tratadas com 6uM, 65uM,
80uM, 100uM e 125uM de 4-NC por 48h e, para o ensaio, também foram
incluidos o controle negativo sem tratamento e positivo de morte (3% de HO,).
Apés 48h de tratamento as células foram coletadas, centrifugadas e lavadas
com PBS1x, para entdo ser adicionado 1uL do regente TMRE. Apés incubacgao
por 30 minutos a 37°C, protegida da luz, a solugcado celular/TMRE foi
centrifugada por 5 min a 1.000 rpm e lavada duas vezes com PBS 1x para
entdo ser realizada a leitura em citdbmetro de fluxo (BD-AccuriCytometers).

3.11 Ensaio de proliferacao celular

Para a quantificacao da proliferacao celular foi utilizado 5uM do corante
CellTrace™ CFSE diluido em DMSO. As linhagens foram coradas com CFSE
a 37°C por vinte minutos protegidas de luz, sob agitacdo lenta. Posteriormente,
as células foram lavadas duas vezes com PBS1x e ressuspendidas em meio
de cultura completo pré-aquecido, com incubacao posterior de 5 minutos. Por
fim as linhagens coradas foram plaqueadas, em triplicata, para a entdo adicao
dos tratamentos do 4-NC a 6uM, 65uM, 80uM, 100uM e 125uM. Foram
incluidos o controle negativo com células nao tratadas e outro com células nao
coradas, para a compensagao no citbmetro. As andlises foram conduzidas
apds 48 h de tratamento em Citdmetro de fluxo (BD AccuriCytometers). Para a
analise dos dados foi utilizado o programa FlowJo (Tree Star, Inc).

3.12 Padrao de expressao génica apos tratamento com 4-NC

A linhagem CRPC, PC3, foi cultivada até confluéncia em duas garrafas
T25, e, entdo, tratada com 80uM de 4-NC por 48 h. Apos o tratamento, o0 RNA
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total das células foi extraido utilizando-se o reagente TrizolReagent®
(Invitrogen), de acordo com as recomendacgdes do fabricante. A qualidade do
material foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com
GelRed 1X, assim como pela razao das leituras espectrofotométricas a 260 e
280 nm conduzidas em Nanodrop 1000 (Unisciences). O RNA foi imediamente
transcrito reversamente em cDNA, utilizando-se o kit GoScript (Promega)
conforme recomendado pelo fabricante.

Foi utilizado um arranjo personalizado de PCR em Tempo Real (QPCR)

(RT? Profiler™ PCR Array Human Cancer PathwayFinder™, Quiagen) para a

detecgcdo da expressdo diferencial de 84 genes, representantes de nove
mecanismos celulares envolvidos na tumorigénese (apoptose, angiogénese,
ciclo celular, senescéncia celular, dano e reparo do DNA, EMT, hipdxia,
metabolismo e atividade telomerasica). O ensaio foi conduzido no aparelho
7300 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems) e as condigées conforme
estabelecidas pelo fabricante. Foram considerados os genes com niveis de

expressao superiores a 2x quando comparados ao controle sem tratamento.

3.13 Anadlises estatisticas

Os dados foram avaliados utilizando o programa GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). As anadlises foram realizadas em
triplicata e os resultados expressos em média + desvio padrdo. Apos
confirmagéao da normalidade dos dados, foi utilizado o teste ANOVA seguido
pelo pos-teste de Tukey para as comparagdes multiplas. Foram consideradas
diferencas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade de extratos vegetais frente a células prostaticas

No presente estudo foram utilizados diferentes extratos das seguintes
espécies de plantas do cerrado brasileiro: A. chica, Equisetum ssp., K.
brasiliensis, P. umbellata, Smilax ssp., S. lycocarpum, A. satureioides, B. pilosa
e V. polyanthes. Esses foram avaliados quanto ao seu efeito antitumoral frente
a células de CaP e sua seletividade validada ao se verificar seu
comportamento na linhagem nao tumorigénica RWPE-01.

Em um screening inicial, as células RWPE-01, LNCaP e PC3 foram
cultivadas e tratadas com quatro diferentes concentragdes dos extratos
(0,125pg/uL; 0,25 pg/pL; 0,5 pg/pl e 1 pg/uL) por 24 h. Nessa etapa, foram
selecionadas as amostras vegetais citotoxicas as células neoplasicas, sem
efeito significativo sobre as nao tumorigénicas (Figura 2).

Os extratos cloroférmicos da familia Asteraceae foram inicialmente
testados e se mostraram citotéxicos a linhagem RWPE-01 em todas as
concentragdes e para todas as espécies avaliadas (A. satureoides — Figura 2A;
B. pilosa — Figura 2B e V. polyanthes — Figura 2C). Além disso, para A.
satureoides e B. pilosa ndo foi observado efeito citotoxico as linhagens
tumorais.

As células também foram tratadas com o extrato hidrometandlico de A.
chica, o qual ndo reduziu a viabilidade de nenhuma das linhagens cultivadas
(Figura 2D). Nas concentracbes de 0,5 pg/uL e 1,0 pg/uL do extrato
hidrometandlico de Equisetum ssp. houve uma reducao seletiva de 25% e 47%,
respectivamente, na viabilidade da linhagem LNCaP  (Figura 2E) quando
comparada a RWPE-01. Ja o extrato cloroformico de K. brasiliense nao se
mostrou seletivo, sendo citotdxico as células ndo tumorigénicas (Figura 2F).

Foram também avaliados os extratos cloroférmico (Figura 2G) e
hexanico (Figura 2H) de S. lycocarpum. Contudo, além do discreto efeito
antitumoral, os tratamentos reduziram significativamente a viabilidade da
linhagem RWPE-01 e, portanto, considerados nao seletivos a condigao

maligna.
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Figura 2: Viabilidade relativa das células prostaticas RWPE-01, LNCaP e PC3 apds tratamento com extratos fracionados de espécies vegetais do
cerrado. Dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. As linhagens celulares foram tratadas com quatro concentragdes diferentes
dos extratos: 0,125 pg/uL; 0,25 pg/uL; 0,5 pg/uL e 1 pg/uL, por 24 h. Em (A) extrato cloroférmico de Achyrocline satureioides; em (B) extrato cloroférmico de
Bidens pilosa, em (C) extrato cloroférmico de Vernonia polyanthes; em (D) extrato hidrometandlico de Arrabidaea chica; em (E) extrato hidrometandélico de
Equisentum ssp.; em (F) extrato cloroférmico de Kalanchoe brasiliensis; em (G) extrato cloroférmico de Solanum lycocarpum e em (H) extrato hexénico de S.
lycocarpum. Os resultados estdo apresentados como Média + Desvio Padrdao de trés experimentos independentes para cada tratamento. ***p<0,001;

****p<0,
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O extrato cloroférmico da Smilax ssp. ndao reduziu em mais de 50% a
viabilidade das células tumorais nas trés primeiras concentragdes (Figura 3A).
Quando o tratamento foi realizado com o extrato a 1 ug/uL, este se mostrou
citotéxico para as células tumorais, mas também para o controle néo
neoplasico. Para o hidrometandlico, j& na menor concentragado, verificou-se
uma diminuigdo em 23% da viabilidade da linhagem RWPE-01. Nas demais
observou-se o efeito antitumoral, contudo nao seletivo (Figura 3B). O extrato
hexanico, por sua vez, apresentou 0 mesmo comportamento do cloroférmico,
com discreta acao antineoplasica e, quando a 1 pg/uL, igualmente citotdxico
para as trés linhagens (Figura 3C).

Finalmente, os extratos cloroférmico, hidrometandlico e hexanico de P.
umbellata foram testados e diminuiram expressivamente a viabilidade das
linhagens LNCaP e PC3 em todas as concentragdes avaliadas, comparando-se
a nao neoplasica, que se manteve viavel (Figura 3D-E-F). Para o ensaio com o
extrato cloroférmico, a partir da concentracdo de 0,25 pg/uL, observou-se a
inibicao da linhagem modelo para CRPC (Figura 3D). O extrato hidrometandlico
se mostrou seletivo e mais citotoxico a linhagem LNCaP. Além disso, também
reduziu significativamente a viabilidade das células PC3 em todas as
concentragdes utilizadas (Figura 3E). As células tumorais, especialmente as
PC3 foram mais sensiveis ao extrato hexanico. A partir do tratamento com 0,25
Mg/uL dessa fragdo, a reducdo da viabilidade das células neoplasicas foi
expressiva, e a da RWPE-01 se manteve em torno de 60% (Figura 3F ).

Portanto, os extratos obtidos da espécie P. umbellata, sobretudo o
hexanico, demonstraram especificidade as linhagens tumorais, diminuindo
significativamente sua viabilidade, quando comparada as células RWPE-01. Os
extratos das demais espécies, apesar de citotdéxicos as linhagens LNCaP e
PC3, também diminuiram de maneira significativa a viabilidade da linhagem
controle, o que evidenciou sua inespecificidade a condicao tumoral.

Diante de resultados promissores para a espécie P. umbellata,
sobretudo sua atividade no controle de células CRPC, o composto foi isolado
de sua fracdo hexanica e, posteriormente, avaliado quanto a sua capacidade
de interceptar diferentes mecanismos associados a progressao e agressividade
tumorais. Nosso estudo é pioneiro ao descrever o efeito dessa espécie vegetal
e de seu produto purificado no tratamento do CaP.
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Figura 3: Viabilidade relativa das células prostaticas RWPE-01, LNCaP e PC3 apds tratamento com extratos fracionados das espécies Smilax ssp.
e Pothomorphe umbellata. Dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. As linhagens celulares foram tratadas com quatro
concentragdes diferentes dos extratos: 0,125 pg/uL; 0,25 pg/uL; 0,5 pg/ul e 1 pg/uL, por 24 h. Em (A) extrato cloroférmico de Smilax ssp.; em (B) extrato
hidrometandélico de Smilax ssp., em (C) extrato hexanico de Smilax ssp. (D) extrato cloroférmico de P. umbellata; em (E) extrato hidrometanélico de P.
umbellata e em (F) extrato hexanico de P. umbellata. Os resultados estdo apresentados como Média + Desvio Padrao de trés experimentos independentes
para cada tratamento. *p<0,05; **p<0.001; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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4.2. Efeito do 4-NC sobre a viabilidade de células prostaticas

O composto isolado do extrato hexanico de P. umbellata foi o 4-NC, um
CF (Figura 4A) cuja atividade no CaP ainda nao foi descrita. Primeiramente foi
avaliada sua citotoxicidade sobre as linhagens RWPE-01, LNCaP e PCS3.
Concentragbes crescentes do composto foram utilizadas no tratamento das
células por 24 (Figura 4B) e 48h (Figura 4C). Observou-se uma inibicao dose
dependente da viabilidade dos modelos celulares tumorais apds o tratamento,
enquanto a nao tumorigénica permaneceu viavel (cerca de 100%) até 150uM
de 4-NC em ambos os tempos.

O 4-NC foi altamente citotoxico para a PC3, apés 48 horas de
tratamento. De 80 pM a 150 uM, a viabilidade das células CRPC diminuiu
significativamente (~49%) em comparacao com as células nao-tumorigénicas
RWPE-01 e as horménio-responsivas LNCaP. Ja que, apdés 24 horas, a
citotoxicidade para a linhagem PCS3 foi discreta, a resposta das células CRPC
ao 4-NC também se mostrou dependente do tempo, sugerindo a sua
capacidade em inibir a proliferagdo e o importante papel do metabolismo na
resposta ao tratamento. De fato, metabdlitos podem alterar o efeito biolégico a
compostos terapéuticos (EDWARDSON et al, 2015) e andlises
metaboldémicas/metabondémicas adicionais sao necessarias para melhor
caracteriza-los.

Apbs 48 horas, o valor de ICsy para LNCaP foi de 278.8 uM, superior,
inclusive, ao da RWPE-01. Para a PC3 o ICs foi 95,33 uM e IS> 2,0 (Figura
4D). Sugere-se, portanto, uma maior eficacia do 4-NC no controle de células
CRPC. A citotoxicidade a PC3 foi posteriormente validada em ensaio
clonogénico (Figura 4E). A formacao de colbnias diminuiu apdés 15 dias de
tratamento, mesmo na menor concentragdo (6 pM), quando comparada ao
controle com diluente (DMSQO). Quando utilizada a concentracao de 80 uM a
inibicao foi ainda mais expressiva. Para os ensaios posteriores foram definidas
cinco concentragdes diferentes (6puM, 65uM, 80uM, 100uM e 125uM), incluindo
sub-téxica (6uM), para examinar, in vitro, mecanismos oncogénicos adicionais,

incluindo proliferagdo, apoptose e migracéo.
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Figura 4: Citotoxicidade do 4-nerolidilcatecol (4-NC). A estrutura molecular do 4-NC
encontra-se demonstrada em (A). O efeito do 4-NC sobre a viabilidade celular das linhagens
tumorais de préstata LNCaP e PC3, e da linhagem nao tumorigénica RWPE-01 foi avaliado por
24 h (B) e 48 h (C). O ICsy e 0 indice de seletividade (IS) também foram calculados (D). O
ensaio clonogénico (E) foi conduzido na linhagem PC3 com o0 4-NC nas concentragdes de 6 uM
e 80 puM por 48 horas. Foi considerado o numero de células por area de cultivo (F). Os
resultados sao apresentados como média + DP de trés experimentos em ftriplicata (n=3).
Células tratadas com o diluente DMSO foram utilizadas como controle. * p <0,05; ** p <0,01;

*** 5 <0,001.
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4.3 4-NC suprime a proliferacao e migracao de células PC3

Primeiro, analisamos o efeito do 4-NC na proliferagao celular através da
marcacao com CFSE por citometria de fluxo (Figura 5A). Os resultados
demonstraram que o tratamento com 4-NC, comparado com o controle, néo
afetou as células RWPE-01 (Figura 5B). Além disso, o0 composto inibiu a
proliferacdo das células LNCaP em todas as concentragdes (Figura 5B). Ja o
efeito antiproliferativo sobre as células PC3 foi identificado quando estas foram
tratadas com o0 4-NC a 80 uM, 100 uM e 125 uM (p <0,01) (Figura 5B).

Verificou-se, ainda, se o 4-NC inibe a migragdo celular por meio do
ensaio de wound healing. Como mostrado na Figura 6A e 6B, o tratamento por
24h e 48h com 4-NC reduziu a capacidade de migracao das linhagens PC3 e
LNCaP. Ja a 6 uM, o composto inibiu em mais de 60% a migracdo da linhagem
PC3, o que se mostrou significativamente diferente da RWPE-01, cuja
capacidade migratéria foi mantida. Nas concentracdes maiores, o perfil se
manteve e, apesar de também inibir a migragao das células ndo tumorigénicas,
o efeito do 4-NC se mostrou mais expressivo nas linhagens tumorais.

Como as células CRPC sao propensas a metastatizar, nossos
resultados demonstram que, além de se mostrar mais citotoxico a PC3, o0 4-NC
€ capaz de inibir a proliferacdo e migracdo dessas células, em uma evidéncia
adicional da possivel utilizagdo desse composto no tratamento de CaP
avancado. Por fim, ensaios funcionais acerca da indu¢cdo de morte celular
programada também foram conduzidos e se apresentaram igualmente

promissores.
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Figura 5: Analise da proliferacao das células prostatica RWPE-01, LNCaP e PC3 apos tratamento com 4-nerolidilcatecol durante 48 h. (A) O ensaio
foi conduzido em citdmetro de fluxo com o0 4-NC a 6 uM, 65 uM, 80 uM, 100 uM e 125 uM. O tratamento (pico vermelho) foi comparado ao controle com
DMSO (pico preto) usando marcagdo com CFSE. (B) O grafico mostra a média de fluorescéncia e a analise estatistica de trés experimentos independentes
em triplicata (n=3). Os dados s&o expressos como média + DP * p <0,05; *** p <0,001.
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Figura 6: Inibicdo da migracdo das linhagens celulares prostaticas RWPE-01, LNCaP e
PC3. (A) Imagens representativas das células tratadas com 4-NC (6 uM, 65 uM, 80 pM, 100 uM
e 125 pM) a 0 h e apds 24 h e 48h. As células foram plaqueadas, riscadas com ponteiras de
pipeta e fotografadas por microscopia de contraste de fase com aumento de 10x. (B) As
comparagOes acerca da migracao celular foram realizadas entre as linhagens celulares e estéo
apresentadas como médias + DP para trés experimentos independentes em triplicata (n=3). * p
<0,05; *** p <0,001.
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4.4 4-NC induz apoptose e altera PMM de células CRPC

Como o0 4-NC induz a morte de células de melanoma (BROHEM, C.A. et
al., 2009; BROHEM, CARLA A. et al., 2012), também foi explorado esse efeito
sobre as células de CaP. Os padroes de Anexina V/7AAD foram analisados por
citometria de fluxo (Figura 7) e os resultados registrados apds 48 horas de
tratamento. Como esperado, a resposta foi dose-dependente e o perfil
apoptotico divergiu entre as linhagens prostaticas (Figura 7A). Em mais um
ensaio funcional, o efeito do 4-NC foi mais seletivo as células tumorais.

Em relagéo a apoptose tardia, o 4-NC n&o induziu a morte de nenhuma
das linhagens em concentracdo sub-toxica (6uM). Contudo, a 65uM, o
composto reduziu significativamente a viabilidade da linhagem celular PC3
(Figura 7B), nao afetando as demais. A 80uM, as células RWPE-01
apresentaram uma porcentagem de viabilidade de 73,8% (Anexina V/7-AAD),
nao diferindo do controle com diluente (DMSQO). Considerando as células
malignas, e comparando-se com o controle, a viabilidade das células PC3 foi
de 37,8% (p <0,001) e das LNCaP 68,2% (p <0,001) apés tratamento com 4-
NC a 80uM. A partir de 100uM, a porcentagem de células RWPE-01

apoptoticas aumentou e diferiu do controle.
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Figura 7: Inducdo de apoptose mediada pelo 4-nerolidilcatecol (4-NC) sobre as células prostaticas RWPE-01, LNCaP e PC3. (A) A andlise de
citometria de fluxo foi realizada ap6s 48 horas de tratamento com 4-NC a 6 uM, 65 pM, 80 uM, 100 uM e 125 uM. Figuras representativas mostram a
marcagao com Anexina V e 7-AAD. (B) 4-NC seletivamente induziu a morte da linhagem celular PC3 a 65 uM. Os dados sao expressos como a média *
desvio padrao de trés experimentos independentes em triplicata (n=3). * p <0,05; *** p <0,001.
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A apoptose também € induzida pela via mitocondrial (FU et al., 2018).
Este mecanismo intrinseco foi mensurado, no presente estudo, pela alteragéao
no PMM. A perda de PMM foi avaliada pela diminuicdo da fluorescéncia
detectada por citometria de fluxo apds 48 horas de tratamento (Figura 8).

Os resultados sugeriram que as células de CaP (LNCaP e PC3) tratadas
com 4-NC tiveram seu PMM comprometido (comparado ao controle), exceto
em concentragdes sub-toxicas (6uM) de 4-NC (Figura 8A). O efeito foi mais
proeminente foi verificado para as células PC3, a partir de 65uM de 4-NC
(Figura 8B). A redugéo da fluorescéncia foi detectada nas células RWPE-01
apenas quando tratadas com 100uM e 125uM do composto. Nés confirmamos,
por dois ensaios independentes, que o 4-NC alterou os mecanismos celulares
envolvidos diretamente com a tumorigénese, especialmente com a apoptose,
promovendo a morte de células CRPC.
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Figura 8: Potencial de membrana mitocondrial (PMM) das células RWPE-01, LNCaP e PC3 tratadas com 4-nerolidilcatecol (4-NC). (A) O PMM interna
(Awm) foi avaliado por citometria de fluxo apos tratamento com 4-NC (6 pM, 65 uM, 80 pM, 100 uM e 125 pM) por 48h. O tratamento (pico vermelho) foi

comparado ao controle (pico preto). (B) O grafico mostra a andlise de trés experimentos independentes em triplicata (n=3) expressos como média + DP. O 4-
NC reduziu significativamente o PMM das células PC3. * p <0,05; *** p <0,001.
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4.5 Modulacao da expressao génica mediada por 4NC em células PC3

Considerando nossa hipétese de que o 4-NC pode alterar o perfil transcricional
das células CRPC (PC3), investigamos quais genes foram modulados ap6s o
tratamento usando o Cancer Pathway Finder Array (Qiagen). Diferentes biomarcadores
foram avaliadas apos o tratamento de células PC3 com 80uM de 4-NC por 48 horas.
Células néao tratadas foram usadas como controle. Consideramos o0s genes que foram
regulados 2,0 vezes positivamente ou negativamente nas células tratadas em
comparacao com o controle (Figura 9).

Dentre os 84 genes, relacionados a diferentes vias, 55 (65%) apresentaram um
perfil de expressdo alterado, destacando a complexidade da resposta celular ao
tratamento. Os padrées de transcrigdo indicaram o potencial do 4-NC em modular
varias capacidades tumorais relacionadas a progressao tumoral e angiogénese, além
de apoptose, ciclo celular e metabolismo (BROHEM, C.A. et al, 2009; BROHEM,
CARLA A. et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2018). De fato, 80% dos genes relacionados a
angiogénese foram up ou down regulados. Ja para o mecanismo de transicao epitélio-
mesenquimal 90% dos alvos quantificados mudaram seu perfil de expressao apés o
tratamento. Nossos resultados abrem novos caminhos para melhor compreender os
efeitos do 4-NC em células CRPC.

Figura 9: Genes diferencialmente expressos em resposta ao 4-nerolidilcatecol (4-NC) em células
PC3 de cancer da prostata resistentes a castracdao (CRPC) em comparacdo com células nao
tratadas. A porcentagem de genes diferencialmente expressos em cada biomarcador foram aqueles
regulados pelo menos 2,0 vezes positivamente ou negativamente apés o tratamento com 80uM de 4-NC.
EMT: Transigdo Epitélio-mesenquimal.
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5 DISCUSSAO

Os PNs tém sido uma das grandes fontes de novos compostos biologicamente
ativos (BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018). Estima-se que cerca de metade dos
agentes farmacoldgicos modernos sao de origem natural (CHEUKA et al., 2016). De
fato, a diversidade estrutural de seus principios ativos ampliam a aplicagdo clinica
desses fitoquimicos, transpondo a heterogeneidade de doengas complexas como o
cancer (BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018), além de mitigar os efeitos adversos do
tratamento convencional ou mesmo oferecer beneficios a saude e maior eficacia e
seletividade; superando drogas rotineiramente utilizadas (MITRA; DASH, 2018).

Contudo, ainda permanece critica a validacdo de espécies potencialmente
promissoras (MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007). Nesse cenario,
avangos biotecnoldgicos tém permitido a evolugdo dos bioensaios, ampliando a
capacidade em se caracterizar estruturas puras e obter seus compostos majoritarios
(BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018; DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015). Muitos
PNs ja transpuseram a pesquisa basica e foram ou ainda sdo utilizados como
quimioterapicos (CRAGG; NEWMAN, 2013; CRAGG; PEZZUTO, 2016). A versatilidade
de suas estruturas moleculares tem se apresentado como base para a sintese de
diferentes medicamentos (FEITELSON et al, 2015; HASANPOURGHADI;
PANDURANGAN; MUSTAFA, 2018), otimizando suas caracteristicas farmacocinéticas
e farmacodinamicas (BUENZ; VERPOORTE; BAUER, 2018; BALUNAS; KINGHORN,
2005). Os metabdlitos pioneiros vincristina e vimblastina sdo alcaloides extraidos da
espécie Catharanthus roseus, a partir dos quais foram desenvolvidos analogos semi-
sintéticos para sua maior eficacia e estabilidade contra linfoma e cancer de ovario. O
taxol, obtido da espécie Taxus brevifolia, € um dos mais recentemente utilizados no
tratamento oncolégico. Seus derivados incluem o paclitaxel para o tratamento de
cancer de pulmao, mama e ovario e o docetaxel, um analogo semisintético,
amplamente prescrito em casos de CaP, cancer de mama sarcoma e Kaposi
(NEWMAN , D. J. AND CRAGG, 2012). PNs, portanto, sdo a fonte primaria e
clinicamente efetiva para a busca de novas drogas e estruturas com mecanismos
unicos de acdo para o tratamento de neoplasias (NEWMAN , D. J. AND CRAGG,
2012), superando, sobretudo, o quadro de resisténcia aos quimioterapicos
(FEITELSON et al., 2015).
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O cerrado brasileiro merece especial atengdo na bioprospeccao de PNs, devido
a sua biodiversidade e consequente rica composicao fitoquimica (CARDOZO et al.,
2018; RIBEIRO, D. A. et al., 2014). O estresse hidrico e os ataques de inimigos
naturais culminam com a produgcdo de moléculas bioativas para a manutengéo da
homeostase da planta (BAILAO et al., 2015). Estas incluem CFs, os quais apresentam
atividade antioxidante, antinflamatéria e antitumoral j& descritas (BAILAO et al., 2015;
CARDOZO et al, 2018DE QUEIROZ et al., 2015; MIMICA-DUKIC et al., 2008;
SIQUEIRA et al., 2012). No presente estudo, dez espécies encontradas no cerrado
brasileiro foram coletadas e suas amostras fracionadas com diferentes solventes
organicos. As plantas avaliadas foram de diversas familias evidenciando multiplas
potencialidades na selecdo dessas moléculas bioativas. Além disso, diferentes
solventes extratores, com polaridades distintas, foram utilizados na busca por uma
maior variedade de metabdlitos secundarios. De fato, a atividade antitumoral de
metabdlitos secundarios naturais ja foi descrita para o CaP (BALUNAS; KINGHORN,
2005; BROHEM, CARLA A. et al., 2012; CHOI; LIM; HONG, 2010; CRAGG; NEWMAN,
2013; CRAGG; PEZZUTO, 2016; IMRAN et al., 2019).

Portanto, em nosso screening inicial, foi possivel mensurar a citotoxicidade de
diferentes compostos, permitindo, ao final, a selecdo de uma espécie particularmente
promissora € que apresentou um composto capaz de suprimir mecanismos
oncogénicos. Nosso estudo realizou a investigagao inédita da citotoxicidade de extratos
de P. umbellata em trés linhagens de células prostaticas e analises mecanisticas
mediadas por seu composto, 0 4-NC, no CaP.

Extratos de P. umbellata foram avaliados previamente e sua citotoxicidade
descrita para linhagens de cancer de mama, ovario, melanoma, leucemia, pulmao,
utero e rins, (DA SILVA et al., 2009; SACOMAN et al., 2008). No presente trabalho, das
trés fracbes testadas (cloroférmica, hidrometandlica e hexanica), a hexanica se
mostrou mais efetiva, agindo seletivamente sobre as linhagens tumorais CRPC. O 4-
NC, um CF purificado desta extrato, foi primeiramente isolado por Kijoa e
colaboradores em 1980 (KIJJOA, A. et al., 1980). Os CFs abrangem um vasto espectro
de metabdlitos majoritarios e muitos estdo associados ao bloqueio da proliferagéo de
células tumorais (FEITELSON et al, 2015). Estudos ja comprovaram o potencial
quimiopreventivo e quimioterapico dessas moléculas, sobretudo, contra o CaP
(FEITELSON et al., 2015; ATANASOV et al, 2015). O potencial citotdxico,
antiproliferativo e apoptético da curcumina contra linhagens LNCaP, PC3 e DU-145,
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com agao mais efetiva contra as PC3 ja foi descrito. A curcumina atuou na supressao
de oncogenes, de genes anti-apoptoéticos e na cascata envolvendo a EMT (CHOI; LIM;
HONG, 2010; JORDAN et al., 2016). Chendil e colaboradores também demonstraram
que a curcumina radiosensibiliza células PC3 (CHENDIL et al.,, 2004). Em CRPC,
Imran e colaboradores comprovaram que a luteolina e a quercetina modulam a EMT e
angiogénese (IMRAN et al., 2019). No CaP o resveratrol atua como potente inibidor do
ciclo celular e indutor da apoptose (FEITELSON et al., 2015). A quercetina é outro
exemplo bem sucedido de CF, com potencial antiangiogénico, antiproliferativo,
antioxidante e antiinflamatorio (YANG et al., 2016).

Quanto ao 4-NC, sua acdo antioxidante ja foi demonstrada, apresentando
atividades antimalarica, inseticida e inibitéria de miotoxinas (NUNEZ et al., 2005;
PAULIQUEVIS et al., 2015; SACOMAN et al., 2008; SPONCHIADO et al., 2014). Em
melanoma, uma neoplasia agressiva e pouco responsiva as terapias convencionais,
esse composto induziu a apoptose, a parada do ciclo celular em G1 e inibiu a invasao
das células transformadas (BROHEM, C.A. et al, 2009; OLIVEIRA et al., 2018).
Congruentemente, em nosso estudo, o 4-NC mediou um efeito citotoxico,
antiproliferativo e pré-apoptético em células CRPC (PC3); ainda ndo descritos na
literatura. O CaP é uma doenca heterogénea em termos de grau, ploidia, padroes
moleculares, expressdo de oncogenes/supressores tumorais e caracteristicas
hormonais (HOANG et al., 2017; NWOSU et al., 2001; WANG et al., 2018). Tumores
CRPC evidenciam os desafios inerentes ao tratamento do CaP, ao refratarem a terapia
de privagdo hormonal, mantendo a sinalizagdo androgénica constantemente ativada
(RYCAJ et al., 2016). Para esses pacientes as alternativas de contencao da progressao
tumoral sdo incipientes, o que justifica sua sobrevida média de 14 a 16 meses
(NAKAZAWA; PALLER; KYPRIANOU, 2017). Novos compostos derivados de PNs tém
demonstrado notavel eficacia contra tumores nao responsivos a terapia convencional,
evidenciando a potencialidade desses agentes no desenho de protocolos terapéuticos
personalizados (TRENDOWSKI, 2015). De fato, CFs como quercetina, curcumina e
luteolina, tém se apresentado capazes de conter a promogao e progressdo do CaP
(FEITELSON et al., 2015; IMRAN et al., 2019; YANG et al.,, 2016). Em nosso estudo
também sugerimos 0 4-NC como promissor.

Os resultados aqui apresentados demonstraram a capacidade do 4-NC em
reduzir a viabilidade das células neoplasicas (PC3 e LNCaP) de forma significativa,

especialmente apos 48h de tratamento. Nesse contexto, nossos dados evidenciam que
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0 4-NC é igualmente efetivo no CaP. Seu efeito foi mais expressivo sobre a linhagem
mais agressiva (PC3) com um ICsp de 95,5 uM e 1S>2,0 quando comparada a RWPE-
01. Ademais, o composto também apresentou acédo antiproliferativa reduzindo a
formagdo de colbnias das células CRPC. A proliferacado do CaP é inicialmente
dependente de andrégenos, sendo contida com o bloqueio hormonal. Em pacientes
refratarios, ha uma reprogramacao molecular, com a amplificacdo de recepfores,
presenca de mutagdes, ocorréncia de splicing alternativos e a superexpressao de
oncogenes que sinalizam para a proliferacdao continua (ASANGANI et al., 2014). A
inibicdo da proliferagédo também foi avaliada por andlise citométrica com a marcacao
por CFSE. Além disso, 0 ensaio de wound healling mensurou a capacidade migratoria
das células. Em ambos experimentos, o 4-NC se mostrou efetivo sobre a linhagem
CRPC.

Em termos simples, a progressao do cancer resulta do desbalango entre a
proliferacao e morte celulares (KYPRIANOU, 2012). Células tumorais dependentes de
andrégeno sdo sensiveis aos mecanismos apoptéticos. As CRPC evadem a essa
sinalizacao, em decorréncia de um funcionamento molecular alterado, bloqueando a
expressdo de genes envolvidos na prevencdo da morte celular em condi¢gdes de
privacdo androgénica e superexpressando marcadores anti-apoptoéticos (DENMEADE;
LIN; ISAACS, 1996; NAKAZAWA; PALLER; KYPRIANOU, 2017). Além disso, a eficacia
de um composto antineoplasico depende de sua capacidade em intervir em diferentes
marcas malignas, inibindo a proliferagéo e induzindo a apoptose.

No presente estudo, a morte celular foi mensurada pela externalizagédo do
receptor fosfatidilserina, o qual sinalizada para os eventos apoptéticos iniciais
(ELMORE, 2007). Ja a integridade da membrana foi avaliada pela marcagdo com
7AAD, o qual intercala ao DNA de células lisadas. Os dados apresentados evidenciam
a inducao de apoptose tardia apds tratamento das células CRPC com 4-NC a partir de
65uM. O 4-NC também apresentou esse efeito em células leucémicas e de melanoma
(BROHEM, C.A. et al., 2009; BROHEM, CARLA A. et al, 2012) (BENFICA et al.,
2017a). Além de demonstrar acdo quimioprotetora a genotoxidade induzida pelo
quimioterapico ciclofosfamida (VALADARES et al., 2007).

O ensaio de funcionalidade mitocondrial reforcou o papel do 4-NC sobre a
viabilidade de células PC3. A mitocdndria exerce um papel chave na sobrevivéncia e
morte celulares. A perda da integridade de sua membrana e a consequente liberagéo

do citocromo ¢ para o citoplasma sdo eventos associados ao mecanismo intrinseco da
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apoptose (BROHEM, CARLA A. et al., 2012; MAJNO; JORIS, 1995) e este foi ativado
em células CRPC apds tratamento com o 4-NC. A partir de 65uM observou-se uma
intensa despolarizacdo da membrana mitocondrial corroborando o papel desse CF no
controle do CaP avancado.

De fato, o estudo mecanistico, sobretudo em modelos celulares de CRPC é
necessario devido ao quadro de quimiorresisténcia apresentado pelos pacientes. A
atividade inibitéria do 4-NC frente ao CRPC é, portanto, inédita e nosso estudo
representa um passo crucial na validagdo de novas estratégias para seu tratamento,
seja isoladamente ou associada a outros medicamentos. Sugerimos, portanto, a
avaliacdo do sinergismo do 4-NC com outros medicamentos, uma vez que diferentes
compostos podem atuar em mecanismos oncogénicos distintos, combatendo, assim,
multiplas marcas tumorais; superando a resisténcia terapéutica (BALUNAS;
KINGHORN, 2005; CRAGG; NEWMAN, 2013; FEITELSON et al., 2015).

Interessante salientar que o efeito citotoxico apds tratamento com 4-NC foi
inferior ao observado para o extrato hexanico. Lopes e colaboradores (2013) também
relataram esse comportamento, ao comparar o extrato etandlico de P. umbellata com o
4-NC (LOPES et al., 2013). Amostras vegetais sao heterogéneas e o sinergismo de
seus constituintes pode exacerbar suas atividades. Além disso, os produtos purificados
carecem de modificagbes que aumentam sua estabilidade. O 4-NC é uma molécula
fotossensivel e passivel de rapida oxidagao (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015;
KHAN, 2018; LOPES et al., 2013; SOUZA et al., 2018). Contudo, € evidente a agdo do
4-NC em células CRPC, tornando necessario avaliar seu sinergismo com outros
compostos e promover modificagdes quimicas ou nanoformulagées que contribuam
para sua atividade antitumoral. Conhecer seus mecanismos também se mostra
relevante, para assim definir as melhores estratégias de tratamento.

Estudos tém evidenciado que a atividade antitumoral de PNs encontra-se
associada a capacidade dessas moléculas em modular diferentes vias oncogénicas
(MITRA; DASH, 2018; ZHENG et al., 2016; ZHOU, Y. et al., 2016). Portanto, apds
comprovagao por meio das andlises funcionais da capacidade do 4-NC em reduzir a
agressividade das linhagens neoplasicas prostaticas, investigamos seu mecanismo de
acao em células PC3. A analise de um array com 84 alvos permitiu a visualizacdo de
genes diferencialmente expressos em células CRPC tratadas com o 4-NC. Os
resultados obtidos comprovaram e respaldaram os ensaios funcionais com a alteragéao

de 70% dos genes relacionados com a cascata apoptética. Nossos dados confirmaram
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0S ja previamente apresentados, em que o 4-NC demonstrou agao pré-apoptotica em
linhagens quimioresistentes de melanoma, regulando positivamente o gene BCL2L11,
o qual codifica uma proteina denominada BIM, descrita como importante mediadora da
inducao de morte celular (HUANG; FU, 2015; SOH et al., 2017). Além disso, estudos
prévios também descreveram a capacidade do 4-NC de induzir p53, promover o
estresse do reticulo endoplasmatico (RE), ativando, assim, a via intrinseca de morte
celular (OLIVEIRA et al., 2018). Genes relacionados ao ciclo celular também se
mostraram diferencialmente expressos. A divisdo celular € um evento amplamente
regulado por quinases e ciclinas (LAPENNA; GIORDANO, 2009). Estudos prévios
realizados em linhagens leucémicas tratadas com o 4-NC forneceram indicios de que a
sua interferéncia no ciclo celular envolve a inibigcdo da ciclina D1, resultando na parada
do ciclo celular e indugao apoptoética (BENFICA et al., 2017b; CORTEZ et al., 2015).

Interessantemente, o 4-NC alterou, de forma intrigante, a expressao de genes
relacionados a EMT e angiogénese. EMT é um processo fenotipico critico que confere
capacidade migratoria e invasiva as células tumorais. No CaP, esse fenbmeno é
mediado por andrégeno, cujo eixo de regulacdo encontra-se continuamente ativo em
CRPC (NAKAZAWA; PALLER; KYPRIANOU, 2017). Neste ha um preocupante quadro
de comprometimento 6sseo e resisténcia a apoptose (HUANG; FU, 2015; WANG et al.,
2018), além da reducao da expressao de E-caderina e superexpressao de N-caderina,
Vimentina, Metaloproteinases da matriz (MMP) e Fibronectina (JEON; LEE, 2017).
Estudos prévios comprovaram a redugédo da expressao de MMP apés tratamento de
células de melanoma com o 4-NC (BROHEM, C.A. et al., 2009; BROHEM, CARLA A. et
al.,, 2012). Nossos dados evidenciam a importancia de se investigar a acao desse
composto sobre a EMT no CaP, sobretudo em CRPC, uma vez que a dindmica do
microambiente desses tumores encontra-se alterada afetando células imunes e
endoteliais (NOURI et al., 2014).

Em nosso array o 4-NC também modulou genes associados a angiogénese, a
qual encontra-se intimamente associada a cascata metastatica (NISHIDA et al., 2006).
A angiogénese é responsavel pela neovascularizagdo, sob estimulo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) secretado pelas células tumorais (NISHIDA et
al., 2006; RANKIN; NAM; GIACCIA, 2016; VIALLARD; LARRIVEE, 2017). Nesse
contexto, o0 4-NC poderia ser associado ao docetaxel, pois sua agcao antiangiogénica
conduziria a uma maior absor¢cdo do quimioterapico, em um efeito sinérgico que

necessita ser avaliado.
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Por fim, a hipéxia € também uma caracteristica importante para a promogao da
metastase, ao regular a EMT e a angiogénese, reprogramando o metabolismo celular
(RANKIN; NAM; GIACCIA, 2016). O desequilibrio na distribuicdo do oxigénio se da pela
vascularizacdo anormal (KARSY et al., 2016; RANKIN; NAM; GIACCIA, 2016), em um
microambiente que conduz a letalidade da doenca. A capacidade do 4-NC em interferir
nessas trés vias convergentes suportam sua importancia para o tratamento do CRPC.
Assim, o presente trabalho apresenta, de forma inédita, 0 4-NC como uma possivel
estratégia terapéutica a ser explorada no CaP, tendo em vista sua seletividade e
especificidade sobre as linhagens tumorais, em especial sobre a mais agressiva, PC3,
sendo capaz de modular vias de sinalizagdo chave em CRPC.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo se baseou na premissa de que PNs sdo essenciais para a
bioprospecgao de compostos biologicamente ativos. Nossos resultados apresentaram
extratos de uma espécie encontrada no cerrado brasileiro, P. umbellata, seletivamente
citotoxico a linhagem CRPC (PC3). De sua fragdo hexanica foi purificado o 4-NC, um
CF que demonstrou atividades citotoxica, anti-proliferativa e pré-apoptética sobre as
células PC3. Quanto as vias moduladas nesta linhagem, apds tratamento, houve
reducao na expressao de genes associados a EMT, angiogénese e hipoxia. Nossos
resultados sugerem o 4-NC como potencial agente antitumoral para CRPC. Estudos
adicionais para a investigagdo da acdo molecular desse composto sao necessarios,

além de ensaios pré-clinicos em modelos animais para sua validagao farmacoldgica.
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