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INTRODUCAO

O carcinoma de mama ¢ a segunda patologia que mais ocasiona mortes na populagdo
feminina, podendo ser classificado de acordo com seu grau de diferenciacdo e seus
receptores, como: luminais, de receptor epidérmico humano 2 (HER2), e basais ou
triplo negativas. Emoral tenha sido alcangado nas ultimas décadas, muitos pacientes
ainda sucumbem em decorréncia de complicagdes advindas do céancer. Dentre os
canceres de mama, o triplo negativo ¢ o de pior prognostico. A linhagem MDA-MB-231
nao expressa nenhum dos receptores hormonais classicos e por isso ¢ classificada como
triplo negativo e consequentemente demosntra alta resisténcia aos tratamentos
convencionais. (SILVA et al., 2008). Assim, novas terapias para prevengao e
tratamento deste tipo de cancer de mama se fazem necessarias. Pesquisas recentes tém
sugerido que tanto o resveratrol quanto a quercetina desempenham um papel importante
na prevencao do cancer. Estes resultados também sugerem que tais compostos podem
ter importancia no tratamento de diversos tipo de tumores, inclusive os de mama. Tanto
resveratrol quanto a quercetina sdo polifendis de origem vegetal com potente agdo
antioxidante, que contém atividades anticancerosas. S3o capazes de alterar o
metabolismo celular, reduzir a produg¢do de ROS (espécies reativas de oxigénio), fatores
proinflamatorios, modificam ciclo celular, inibem vias quinase e ativam apoptose, além
de inibirem fatores de transcricdo migratorios (ALQATHAMA; PRIETO, 2014).

Neste estudo analisamos o potencial citotoxico de resveratrol e quercetina em normoxia
e em hipoxia aplicando vérias técnicas de investigagdo utlizando-se células MDA-MB-
231 como modelo.

OBJETIVO
Avaliar a atividade tumoral (tumor de mama) do resveratrol e da quercetina
isoladamente ou associados tanto em normoxia quanto em hipoxia.

METODOLOGIA

Reagentes: Solucdes estoque de resveratrol (Shaanxi J. Phytochem CO LTD, China),
de quercetina (Sigma®, USA) em uma concentragdo de 1mM, e deferoxamina (Sigma-
Aldrich®) 10mM foram preparada em tampao (PBSx1, Invitrogen; 0.01M, pH = 7.4).
Cultivo celular: As células MDA-MB-231 (ATCC®) foram cultivadas em frascos de
25 cm? em meio de cultura RPMI-1640 (Gibco) (10% soro bovino fetal inativo e 1%
penicilina). Para plaqueamento as células sdo enzimaticamente tratadas com 0.25% de
tripsina/EDTA (Invitrogen) e transferidas para placas de cultivo (Corning, New York,
NY, USA). Todas as culturas sao incubadas a 37°C em 5% CO2 com atmosfera umida.
Avaliacdo da citotoxicidade por MTT: plaqueamento em placas de 96 pocos. ApoOs
aplicacdo das drogas (diluicdo seriada) as células foram incubadas por 24h. Depois de



24 h, foi aplicado 10ul de MTT (Sigma) em cada poco em uma concentracao final de
Smg/ml, incubada de 2 a 4 horas em 37°C na estufa. O meio foi descartado e em 100ul
de DMSO (Sigma) foram adicionados. Para indugdo da hipdxia, foram adicionados
meio com 100uM de deferoxamina. Cada experimento foi realizado em duplicata e
tirado uma média percentual. Graficos feitos com Graph Prisma®. Citometria de
Fluxo (ciclo celular, potencial de mitocondria e ROS): As células MDA-MB-231
normodxia foram plaqueadas em placas de 6 pocos, sendo 2 pogos controle, um tratado
com Em seguida, as células mortas e vivas foram colhidas por tripsinizacdo, lavadas em
tampao PBS. No ciclo, fixadas em etanol 70%, lavadas duas vezes em PBSIx,
adicionou-se 300ul de Triton, lavadas, no pélete foram adicionados 500ul de PBS, e
encubado 45 min com 10 mg/mL de RNAse (Purelink™, Invitrogen, Carlabad, CA,
USA), foi colocado 2ul Iodeto de Propideolmg/mL (PI) (Sigma, St. Louis, Mo) por 30
min encubando, lidas por citometria de fluxo foi realizada utilizando o FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose, CA). No potencial de mitocondria foi diluida a solugao
MitoTracker® na concentragdo de 1mM, encubada na estufa de 45 minutos. Apds foram
centrifugadas e ressuspendidas em 300 pL de PBS. No ensaio de ROS celular, foram
tratadas com 40ul. do marcador H,DCF-DA (Sigma) apds serem tripsinizadas e
encubadas por 40 min, lavadas e ressuspendidas em PBS. O potencial ¢ ROS foram
lidos em FACSort pelo citometro Accuri® e analisados BD Accuri ® software.
Microscopia de Fluorescéncia: MitoTracker® -DeepRed (ImM), foi aplicado 1uL e
encubadas em estufa de 45 minutos, centrifugadas e permeabilizadas com Triton 0,1%
por 10 minutos, lavadas 2 vezes com PBS por 5 minutos. Em seguida foi adicionado
Faloidina (Sigma) (1:1000 , 25ul) e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, e
seguida as laminas foram montadas com 8 pl de Vecta Shield (Hoesch) (Sigma), seladas
com esmalte, ¢ observada no microscopio Nikon Eclipse Ni®. Avaliacdo da expressao
génica (RT-PCR): para extragdo de RNA foi usado o kit da Qiagen (Invitrogen), e
quantificado no espectrofotdmetro (ThemoScientific, Waltham, MA). Utilizando-se o
kit Gatag Green Master Mix RT-PCR (Invitrogen) o cDNA foi construido e os genes de
interesse foram ampliados utilizando-se os primers GAPDH, Nanog, Sox2 ¢ Oct4. Em
seguida os produtos de PCR foram analisados através de eletroforese em gel de 1,2%
agarose em tampao TAE, corados por um banho de imersdo em brometo de etidio 4%
(Invitrogen) e visualizado no mesmo transluminador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado principalmente, no ensaio de viabilidade celular para o célculo de IC50,
pela microscopia de fluorescéncia, pelo potencial de mitocondria, o efeito
antiproliferativo de resveratrol e quercetina se comparado ao controle. Através do cristal
de formaza, metabolito mitocondrial de MTT, pdde se observar a viabilidade celular. Os
graficos (figura 1) demonstram a agdo citotoxica do resveratrol e da quercetina em
normoéxia e em hipdxia. Os resultados demonstram um maior potencial citotoxico da
quercetina em relagdo ao resveratrol e quando associados ambos exercem um efeito
sinérgico. Também foi observado nas células tratadas com a DFO diminui¢do do
potencial citotoxico de ambas as drogas isoladas e associadas em relagdo ao estado de
normoxia. As principais alteragdes celulares induzidas pelas drogas foram: reducao do
nimero total de célula, perda de adesdo ao substrato, nucleo em cariorrexe, a
diminui¢do ndo tdo significante da mitocondria, devido a apoptose ocorrida e a
fragilidade proporcionada na membrana celular, principalmente com o uso de
resveratrol. Contudo as alteragcdes morfologicas promovidas pela quercetina foram mais
evidentes do que aquelas observadas com o resveratrol (figura 2). Em seguida, foi
analisado o potencial de mitocondria (A¥m). Nossos resultados indicam que o AYm foi
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Figura | Grifico de a.nallse de IC50 do ensaio de \wb‘lltdadr celular Realizado por
GraphPad Prisma ® em normonia e em hipoxia indpzida pelo DFO.
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Figura 2. Microscopia
de fluorescéncia. So
representadas as
células sem DFO (2)
resveratrol 50uM; (b)
veratrol 100uM; (c)
quercetina SuM; (d)
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Figura 03 Grificos comparativos de potencial de membrana de quercetina 10uM. E
mitocondna em normoxa e hipoxia por concentragdo em pM de cada sdo representadas as
drogra (resveratrol e quercetina) e associagio. Confeccionado em céhulas com DFO (A)
G-mphPad Prism. resveratrol 200uM; (B)
resveratrol 400uM; (C)
quercetina 110uM; (D)
quercetina 220uM; (E)
resveratrol 163uM +
quercetna 163uM; (F)
resveratrol 326pM +
quercetina 326uM.
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Figura 4. Gel de eletroforese de, da esquerda para a direita, extragio de DNA de MDA-MB-
231 ¢ RT-PCR com marcadores de fatores de transcncdo Nanoz, SOX2, Oct4 ¢ GAPDH,

reduzido por ambos flavondides em normoéxia e em hipoxia, sendo melhor observada a
redu¢do na segunda dose da associagdo de quercetina com resveratrol (figura 3).
Estudos indicam que perda de AWm ¢ relativamente induzida por altas concentragdes de
resveratrol, (acima de 100uM em normoxia). Aventamos a hipdtese de que hipdxia ao
estresse das drogas tenha potencializado a redugdo do A¥Ym. Devido a elevada
citotoxicidade da quercetina ndo foi possivel avaliar o AYm nas maiores concentragoes,
provavelmente devido a ruptura das membranas celulares (citoplasmatica e
mitocondriais). Uma vez que a hipdxia ¢ um fator que aumenta a resisténcia das células
tumorais aos diversos quimioterapicos utilizados na clinica, noés avaliamos se a hipoxia
induzida por DFO, mimetiza a hipoxia in vivo, aumentando a resisténcia celular ao
resveratrol e a quercetina. Com isso, verificamos qualitativamente pela analise de RT-
PCR que quando a célula ¢ tratada com DFO ¢ aumentada a expressao de Nanog, Sox2
e Oct4 (figura 4). Estes sao fatores de transcricdo envolvidos com autorrenovagdo de
células tronco. Nossos resultados mostraram que a DFO induz a expressao destes genes,
podendo levar a reprogramacao de caracteristicas epiteliais para mesenquimais.

CONCLUSAO

Neste trabalho, foi possivel observar principalmente a agdao de resveratrol e quercetina
nas células tumorais em normoéxia e em hipdxia (mimetizando hipdxia in vivo). Foi
observado que em normoéxia e baixas concentracdes o resveratrol aumenta a
proliferacdo celular por aumentar as fases S e G2/M. Este fato ndofoi observado quando
utilizamos a quercetina, sobretudo devido ao seu maior efeito citotoxico. Além disso, a
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quercetina foi capaz de induzir a fragmentagdo do DNA (fase sub-G/G1) indicando seu
potencial como agente apoptotico. Além disso, foi observada a diminui¢do no potencial
de membrana mitocondrial, sendo que este foi mais evidente nas condi¢des de hipdxia.
A produgdo de ROS que foi aumentada por ambas as drogas em normoxia, foi reduzida
em condigdes de hipoxia evidenciando os efeitos antioxidantes das mesmas. . A analise
morfoldgica das células tratadas demonstrou que ambas as drogas alteram a arquitetura
celular, sobretudo em hipoxia e esses dado foram corroborados pela microscopia de
fluorescéncia que nos permitiu avaliar a disposi¢ao do citoesqueleto.

Assim, nossos resultados corroboram resultados prévios sobre o potencial do resveratrol
e da quercetina como possiveis agentes nutracéuticos/fitoterapicos para serem utilizados
como possiveis adjuvantes no tratamento e prevengdo do cancer de mama. Além disso,
estas drogas demonstram um efeito sinérgico, sobretudo em hipoxia.
Esses resultados, embora preliminares, evidenciam o potencial terapéutico tanto o
resveratrol ndo s6 como antioxidantes naturais, mas também como possiveis protdtipos
para desenvolvimento de novas drogas.
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