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RESUMO

O cancer cervical € o terceiro tipo mais comum entre as doengas oncoldgicas femininas
no mundo. A cada ano, mais de 300.000 mortes s&o registradas por cancer do colo do utero
associado ao virus do papiloma humano (HPV), que por sua vez € um dos principais agentes
das infecgcbes sexualmente transmissiveis (ISTs), que infectam mais de 80% das pessoas em
algum momento de suas vidas. Embora 90% das infec¢des por HPV regridam naturalmente
em dois anos, 10 a 20% terdo uma infeccéo persistente. Considerando a baixa adeséo vacinal
em todo o mundo e a auséncia de uma terapia antiviral comercial, 0 uso de compostos
naturais, direcionados as vias celulares que séo desreguladas pela infec¢éo pelo HPV, pode
ser relevante para a descoberta de novos farmacos. Rhinella marina também conhecida
popularmente como sapo-cururu € uma das espécies venenosas mais encontradas no
continente australiano e na América do Sul, cujo veneno é extraido para o isolamento de
inUmeras substéncias puras. Varios estudos tem avaliado compostos isolados do veneno do
sapo-cururu australiano, retirado da secre¢éo da glandula parétida, que contém compostos
denominados bufadienolideos, contendo marinobufagina (MBG) (C24H320s), telocinobufagina
(TBG) (C24H240s) e bufadienotoxinas como a marinobufotoxina (MBT) (CssHssN4Og). Neste
estudo, as linhagens celulares de céncer cervical HPV positivas (SiHa e CasKi), HPV
negativas (C-33A) e queratindcitos da pele imortalizados espontaneamente (HaCaT) foram
tratadas com MBG, TBG e MBT. A citotoxicidade foi avaliada em diferentes concentracfes
(7,81uM, 15,62uM, 31,25uM, 62,50uM e 125uM), realizada pelo do ensaio MTT.
Concentrac¢des capazes de inibir a viabilidade celular em 50% das células tratadas, bem como
o indice de seletividade (IS) foram calculados para todos os experimentos. Em seguida, foi
avaliado o potencial apoptético pela determinacdo dos niveis de caspases 3/7, por
luminescéncia (Promega). O ensaio de MTT demonstrou menor viabilidade das células SiHa
tratadas com MBG (CI50 de 12,4uM, IS de 12,89). Os niveis das caspase 3/7 foram
significativamente maiores para células SiHa tratadas com MBG, quando comparados as
demais linhagens celulares. Portanto, MBG foi a substancia que apresentou maior capacidade
de reduzir a viabilidade celular, em 24 horas de tratamento (C150 12,4uM), induzindo apoptose
dependente de caspases para células SiHa. Os resultados foram confirmados posteriormente
por imagens de fluorescéncia utilizando Hoescht e LDR. Em conclusdo, a MBG demonstrou
um efeito apoptotico seletivo para células SiHa e deve ser explorado futuramente como um

potencial agente terapéutico para o cancer cervical associado ao HPV16.

Palavras-chave: citotoxicidade; marinobufagina; substancias naturais; cancer cervical



ABSTRACT

Cervical cancer is the third most common type of female cancer in the world. Each year,
more than 300,000 deaths are recorded from cervical cancer associated with the human
papilloma virus (HPV), which in turn is an important sexually transmitted transmission agent
(STIs) which infect more than 80% of people at some point in their lives. Although 90% of HPV
infections naturally regress within years, 10 to 20% will have a persistent infection. Considering
the low vaccine adherence worldwide and the absence of commercial antiviral therapy, the
use of natural compounds, targeted at cellular pathways that are deregulated by HPV infection,
may be relevant for the discovery of new drugs. Rhinella marina, also popularly known as frog-
cururu, is one of the most poisonous species found on the Australian continent and in South
America, whose poison is extracted for the isolation of numerous pure substances. Several
studies have evaluated compounds isolated from the poison of the Australian cane toad,
removed from the secretion of the parotid gland, which contain compounds called
bufadienolides, containing marinobufagin (MBG) (C24H3205), telocinobufagin (TBG) (C24H340s)
and bufadienotoxins suck as marinobufotoxin (MBT) (CsgHs6N4Oo). In this study, HPV positive
(SiHa and CasKi), HPV negative (C-33A) and spontaneously immortalized skin keratinocytes
(HaCaT) cervical cancer cell lines were treated with MBG, TBG and MBT. Cytotoxicity was
evaluated at different concentrations (7.81uM, 15.62uM, 31.25uM, 62.50uM and 125uM),
performed using the MTT assay. Concentrations capable of inhibiting cell viability in 50% of
treated cells, as well as the selectivity index (SI) were calculated for all experiments. Then, the
apoptotic potential was evaluated by determining the levels of caspases 3/7, by luminescence
(Promega). The MTT assay demonstrated lower viability for MBG-treated SiHa cells (IC50
12.4uM, IS 12.89). Caspase 3/7 levels were significantly higher for MBG-treated SiHa cells
when compared to other cell lines. Therefore, MBG was the substance that showed the
greatest capacity to reduce cell viability, in 24 hours of treatment (IC50 12.4uM), inducing
caspase-dependent apoptosis for SiHa cells. Results were further confirmed by fluorescence
imaging using Hoescht and LDR. In conclusion, MBG demonstrated a selective apoptotic effect
for SiHa cells and should be explored in the future as a potential therapeutic agent for cervical

cancer associated with HPV16.

Keywords: cytotoxicity; marinobufagin; natural substances; cervical cancer
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER CERVICAL

Cancer é um termo genérico utilizado para identificar um grupo de doencas
caracterizadas pelo crescimento anormal e disseminacdo descontrolada de células que por
sua vez, apresentam manifestacdes patologicas, tais como perda do controle da proliferacéo
celular e capacidade de invadir tecidos adjacentes, podendo afetar qualquer parte do corpo
(TEKALEGN, 2022). Estas manifestacBes podem surgir a partir de uma Unica célula e séo
resultado da interacdo entre fatores genéticos e fatores externos, como por exemplo,
exposicao a radiagdo ultravioleta ou ionizante, agentes quimicos, como tabaco, alcool, arsénio
entre outros, e também, com agentes bioldgicos tais como infec¢des bacterianas, parasitarias
e por alguns virus como o Papilomavirus Humano (HPV). O HPV é reconhecidamente o
principal agente etioldgico relacionado ao desenvolvimento do cancer de colo de Utero, porém
a infeccdo pode também estar associada a diferentes cofatores como o uso de contraceptivos
orais, tabagismo, paridade e dieta, as quais também podem contribuir para a progressao do
desenvolvimento desse tipo de cancer (TEKALEGN, 2022; KHAN, 2019).

O cancer cervical € um tipo de cancer que se forma nos tecidos do colo uterino, regido
que liga o Gtero e a vagina. E uma das doencas malignas mais comuns entre mulheres, sendo
classificada como o terceiro tipo de neoplasia de maior incidéncia e mortalidade, com cerca
de 600 mil casos, e a quarta principal causa de morte por canceres entre mulheres no mundo
(TEKALEGN, 2022; YI, 2020; KHAN, 2019). A cada ano sao contabilizadas mais de 300.000
mortes por cancer cervical associado ao HPV, sendo 88% dessas mortes em paises
subdesenvolvidos, onde sua ocorréncia pode estar associada a falta de acesso a programas
de salde estruturados e dificuldade de cobertura vacinal (Yl, 2021; BYCHKOVSKY, 2018;
VALEA, 2018). No Brasil, estimativas indicam que o cancer cervical também é o terceiro tipo
mais incidente entre as mulheres, acometendo mais de 16 mil novos casos em 2020, e o
quarto tipo com maior mortalidade, atingindo cerca de 6 mil 6bitos em 2019 como representado
na Figura 1 (TEKALEGN, 2022; INCA, 2021).

A infeccao pelo HPV é geralmente assintomatica e a progressao para o cancer cervical &
lenta (5 a 20 anos), pois est4 associada ao acumulo de alteracdes no DNA das células
hospedeiras e esta diretamente relacionada ao sistema imunolégico da mulher, diferentes

cofatores e mecanismos de laténcia (GRAVITT, 2017).

Apesar da diminuicdo da incidéncia e da mortalidade de pacientes acometidos por

cancer cervical devido a eficacia de diagnésticos e vacinas, ainda assim ndo é possivel
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eliminar o virus, a ndo ser por terapia vacinal em faixa etaria precoce (9 a 14 anos em meninas
e 11 a 14 anos em meninos). Em contrapartida, infec¢des persistentes de virus de alto risco
de malignidade (HPV16 ou HPV18) levam a evolucéo de lesbes pré-malignas a malignas.
Além disso, ndo existem até o momento opcdes terapéuticas farmacoldgicas comercialmente
disponiveis o que limita e favorece a progressao do cancer cervical invasivo ou recorrente (YI,
2020).

Figura 1. Distribuicdo de incidéncia estimada (2020) e mortalidade (2019) de diferentes tipos de
canceres por localizagédo primaria em mulheres no Brasil (autoria propria — Informacdes extraidas do

site do INCA publicados em 2021. www.inca.gov.br)
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[Colo de Utero 16.710 ] @ ke 10.385 54
Tranuéia, Bronguio e Pulm3o 12,440 56 [colo de tero £.536 60 |
Glandulatireoide 11,950 5,4 Rancreas 5.893 53
Estomago 7.870 35 —— ] S 50
Ovério 6.650 30 SistemaNervoso Central 4,663 4,2
i Figado e Vias Biliares Intrahepaticas 4,584 4,2
Corpodo Gtero 6.540 239
" Ovirio 4123 3,7
Linfoma ndo-Hodgkin 5.450 2,4
Leucemias 3.356 3.0
Sistema Nervoso Central 5.230 2,3
o Todas as neoplasias 110.344 100,0
Todas as neoplasias, exceto pelenaomelanoma  223.110 100,0
Todas as neoplasias 316.280

O colo uterino pode apresentar diversas patogenias como incompeténcia cervical,
doenca inflamatoria pélvica (DIP), cervicite, polipos, verrugas, lesées de baixo grau de
malignidade (LSIL), alto grau (HSIL) e cancer. A infeccdo persistente por HPV resulta na
progressao de LSIL para HSIL até carcinoma in situ, invasor com ou sem metastase. Wang e
colaboradores (2021), relatam ainda presenca de lesdes precursoras do cancer cervical que
sdo denominadas lesbes malignas in situ e as neoplasias intraepiteliais cervicais que séo
classificadas em CIN I, CIN Il e CIN Ill por grau, onde CIN | tem alta probabilidade de regresséo
natural (cerca de 90%), enquanto CIN Il e Ill (lesbes com alto grau de malignidade)

representam uma efetiva e irreversivel progresséo para o cancer cervical.

Pesquisas e medidas de precaucdo e rastreamento do cancer de colo uterino sédo
regularmente realizadas através do exame de Papanicolau, que podem revelar precocemente
lesbes precursoras, resultando na remissdo da lesdo e baixo potencial de evolugdo para
lesbes malignas e assim, colaboram para o declinio dos casos de cancer cervical
(TEKALEGN, 2022).
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O programa de vacinacdo contra o HPV na adolescéncia, também contribui
significativamente para a eliminacdo da transmissao viral (YI, 2020). As vacinas bivalentes e
quadrivalentes, dirigidas a imunizacéo contra o HPV 16 e 18 (bivalente — Glaxo Smith-Klein©)
e HPV 6, 11, 16 e 18 (quadrivalente, Merck®) protegem com alta eficiéncia a infec¢céo por
estes tipos virais e no caso da vacina quadrivalente, ha protecao cruzada contra trés tipos
virais (HPV31/33/45) antes da exposi¢cao da infeccdo pelo HPV. Recentemente uma vacina
nonavalente (Gardasil 9, Merck ©), foi aprovada pela ANVISA e protege contra nove tipos de
HPV (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58) (TSANG, 2020). Entretanto, o Sistema Unico de Salde
(SUS) ainda nao disponibiliza esta vacina gratuitamente (ARBY, 2020; JOURA, 2015).

1.2. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

A infeccao pelo HPV é dada pelo contato sexual de pele com pele e pele e mucosa.
O HPV possui um modo unico de infecgdo quando comparado a outros virus, pois ele penetra
nas células da camada basal do epitélio a partir de microlesdes, onde encontra um ambiente
celular com alta atividade proliferativa. O ciclo de vida do virus esta ligado intimamente ao
processo de diferenciacdo do tecido epitelial. Como representado na figura 2, conforme ocorre
a diferenciacao do epitélio (camada intermediaria a superficial), 0 genoma viral € amplificado,
0 capsideo viral que envolve seu genoma € constituido e novas particulas virais sao liberadas
nas camadas superficiais do epitélio (KAJITANI, 2012; WAROWICKA, 2022; ZAYATS, 2022).
A regido anatdbmica do colo uterino mais suscetivel a infec¢do viral e carcinogénese é
denominada junc¢édo escamo colunar (JEC) onde as células basais estdo mais expostas o que
favorece a entrada do virus (DELLA FERA, 2021). O HPV também pode permanecer em

reservatorios (pelos e glandulas), permitindo a recidiva da infeccdo (MCBRIDE, 2022).

Figura 2. Representacdo esquemaética da infec¢ao e do ciclo de vida do HPV de alto risco e progressao
tumoral. O virus infecta a camada basal do epitélio através de microlesdes, podendo causar uma
infecc@o epissomal ou pela integracao do seu material genético no DNA da célula hospedeira; novas

particulas virais sdo montadas e liberadas pelas camadas superficiais (autoria prépria)
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Considerando que a infeccao pelo virus HPV é um fator causal para o desenvolvimento
do céancer cervical, é importante conhecer as caracteristicas especificas do virus. O HPV
pertence a familia Papillomaviridae e sdo pequenos virus, ndo envelopados, responsaveis por
guase 5% de todos os tipos de neoplasias malignas. Os primeiros genomas do virus foram
isolados de amostras de pele de pacientes com epidermodisplasia verruciforme em meados
de 1970 (GISSMANN, 1982). Atualmente, ja foram identificados mais de duzentos tipos de
HPV, pertencentes aos géneros alfa, beta, gama, nu e mu (MCBRIDE, 2022). Entre os quinze
tipos conhecidos de alto risco, estdo os subtipos da familia Alfapapilomaviridae que causam
cancer anogenital: 0 HPV16 e 18. Estes dois tipos virais sdo responsaveis por ocasionar cerca
de 80% dos canceres de colo de Utero, enquanto os tipos 31, 33, 35, 45, 52 e 58 sao
responsaveis pela carcinogénese em 20% das pacientes com tumores de vulva, vagina, anus,
pénis e orofaringe (MCBRIDE, 2022; WAROWICKA, 2022; DONG, 2020). Sabe-se que o
sistema imunolégico é capaz de eliminar em meses a maioria das infeccées por HPV, mas
alguns subtipos considerados de alto risco, persistem e expressam seus oncogenes virais,
gue levam ao aumento da instabilidade genémica, acUmulo de mutacdes somaticas e

integracéo do HPV no genoma do paciente infectado (REVATHIDEVI, 2021).

Os virus capazes de infectar as mucosas sdo classificados pelo seu potencial
oncogénico, sendo o grupo de baixo risco responsavel pelo aparecimento de lesées benignas
como condiloma acuminado (verrugas de colo uterino), e o grupo de alto risco esta relacionado
ao aparecimento das neoplasias malignas, das quais podem ser divididas em dois grupos

distintos: carcinomas de células escamosas (CSCCs) e os adenocarcinomas. Porém,
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independentemente de serem de baixo ou alto risco, 0 HPV infecta as células epiteliais,
particularmente os queratindcitos, os imortaliza e ainda desenvolvem a capacidade de persistir
e se replicar em diversos tipos de epitélios estratificados, utilizando as vias celulares de
proliferacdo, replicacdo, diferenciacdo e defesa imunoldogica (MCBRIDE, 2022;
REVATHIDEVI, 2021).

A carcinogénese cervical geralmente esta associada a infecgéo persistente do HPV de
alto risco, o que permite sua auto renovacao nas células do hospedeiro, de modo que possa
evadir-se de sua resposta imune (MCBRIDE, 2022; BORDIGNON, 2017). Apés a infeccao, os
HPVs de alto risco, integram seu material genético ao DNA da célula hospedeira, causam
perda supressora de E2 que ocorre no momento da integracdo dos oncogenes E6 e E7, que
por sua vez, sdo responsaveis pela producao das oncoproteinas E6 e E7 capazes de
desregular a funcdo de duas principais proteinas supressoras de tumor, p53 e pRb
(retinoblastoma) respectivamente, alterando assim, os eventos de controle de ciclo celular,
proliferacéo e apoptose (GUPTA, KUMAR e DAS, 2018; HOPPESEYLER, 2018).

Uma célula normal é capaz de reparar danos em seu DNA através de mecanismos
especificos de reparo. Quando o dano ndo pode ser reparado, os controles de pontos de
verificacdo do ciclo celular ativam proteinas capazes de sinalizar para que a célula entre em
apoptose. As oncoproteinas E6 e E7 interrompem o controle dos pontos de verificagéo, inibem
proteinas como p21, que atuam na parada do ciclo e sinalizam a degradagédo de p53 e pRb,
permitindo que a célula continue se replicando. Na figura 3A, E6 se liga a p53 e recruta a proteina
E6AP, responsavel por promover a ubiquitinagcdo de p53, resultando em consequente
degradacgdo proteassémica mediada por ubiquitina, ou por apenas blogueando sua ativacao.
Neste momento, o HPV aproveita para produzir um grande numero de DNA epissomal,
necessarios para que o DNA viral se integre no DNA da célula hospedeira
(BALASUBRAMANIAM, 2019). Do mesmo modo, a degradacéo de pRb e a inativacdo de p21
por E7, e consequente liberagdo do fator de transcricdo E2F (Figura 3B) promovem a entrada
ndo programada na fase S, garantindo a proliferacéo, indispenséavel para a replicagéo viral. Essa
modulacdo afeta as proteinas de controle ciclo celular (CDKA/Ciclina E), atrasando a
diferenciacdo celular, o que torna possivel a replicacdo viral irrestritamente
(BALASUBRAMANIAM, 2019; FISCHER, 2017). Enquanto a replicacdo e amplificacédo
acontecem, L1 e L2 sdo sintetizadas apenas nas ceélulas epiteliais mais diferenciadas da
superficie e sdo responséveis pelo envolvimento do DNA viral pelo capsideo proteico (MCBRIDE,
2022; ZAYATS, 2022; BALASUBRAMANIAM, 2019).
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Figura 3. Representacdo esquematica da atuacéo das oncoproteinas E6 na degradacéo de p53, E7 que
se liga a pRb, liberando E2F, e inativa p21, para que ocorra a transcricdo de genes responsaveis pela

progresséo do ciclo celular (autoria prépria).
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Resumidamente, conforme representado na Figura 3, as transformagfes malignas
causadas pelo HPV, sdo medidas pela co-expressado regular das oncoproteinas E6 e E7, que
atuam na desregulacdo da proliferacdo e controle do ciclo celular por atuarem
respectivamente, em p53 e pRb. Assim, estratégias terapéuticas também baseadas na
restauracdo da fungcdo de p53, bloqueando sua degradacdo mediada por E6 e E6AP séo
atraentes no cenario atual, porém até o momento ainda nao foram encontrados agentes

especificos que possam bloquear a degradacéo da p53 mediada por E6 (YI, 2020).

1.2.1. EPIDEMIOLOGIA DO HPV

O papilomavirus humano (HPV) é uma das infeccBes sexualmente transmissiveis
(ISTs) mais comuns no mundo, com mais de 80% das pessoas infectadas em algum momento
da vida. Apesar de a maioria das pessoas conseguirem eliminar uma infeccdo por HPV dentro
de até dois anos, cerca de 10 a 20% das mulheres infectadas terdo infec¢é@o persistente. Os
tipos mais frequentes de HPV envolvidos sdo o 6 e 11, presente em cerca de 80% das lesbes
orais e mais de 90% das lesdes genitais (MAGALHAES, 2021, DICKEY, 2021). O HPV é
responsavel por diferentes tipos de tumores anogenitais, incluindo o cancer de colo de Utero

que representa o0 maior impacto epidemiolégico.
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O pico de incidéncia de infec¢do pelo HPV geralmente esta entre 24 e 30 anos de
idade para ambos 0s sexos e embora a prevaléncia diminua com a idade, de acordo com
Magalhdes e colaboradores (2021) h4 um segundo pico tardio de infeccdo que ocorre em
mulheres na quinta década de vida. Embora atualmente mais de 200 milhdes de doses de
vacinas tenham sido administradas, ainda ha uma taxa significativa de infeccbes e a
epidemiologia da doenca deve continuar a ser estudada visando melhorias na salde publica
(WITTENBORN, 2021).

No Brasil, estudos anteriores mostraram uma prevaléncia de HPV genital variando
entre 10 a 72% dependendo do sexo e uma prevaléncia de 6% de HPV em orofaringe sobre
o total de casos de HPV no pais, portanto, aparentemente a infec¢céo varia entre 0os sexos e
sitios anatdmicos (COLPANI, 2020). Sendo o Brasil um pais de propor¢des continentais e
diferentes niveis socioecondmicos, a epidemiologia do HPV no pais pode ser influenciada por
essas variaveis. A vacina para HPV entrou para o Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) do
Brasil em 2014 para meninas (9 a 14 anos) e em 2016 para meninos (11 a 14 anos) (GOMES,
2020). Entretanto, o impacto da vacinagdo nas taxas de infecgdo ainda precisa ser melhor
avaliado no futuro, buscando entender a prevaléncia do HPV antes e depois da vacinacao, a
fim de compreender as mudangas relacionadas a incidéncia do cancer de colo uterino
(COLPANI, 2020, WENTZENSEN, 2015).

1.2.2. GENOMA DO HPV

O genoma do HPV é agrupado em cinco diferentes géneros de acordo com a sequéncia
de genes da proteina L1: alfa, beta, gama, nu e mu, baseado no arranjo genético, sendo os
do género alfa, responsaveis pelas infeccbes de mucosa genital, enquanto, que 0s outros tém
a capacidade de infectar a nivel cutaneo (MCBRIDE, 2022). Apesar da diversidade de tipos
de HPV, estes compartiiham a mesma estrutura icosaédrica (50-60 nm de diametro), que
comporta seu genoma de DNA de fita dupla circular (forma epissomal) de aproximadamente
8.000 pares de bases, contendo oito ou nove genes (Figura 4). O capsideo proteico é
composto de 72 capsémeros, contendo 5 subunidades de proteina L1 e uma subunidade de
proteina L2. Cada tipo de HPV possui menos de 90% de semelhanca de nucleotideos no gene
L1, quando comparados com qualquer tipo de HPV ja identificado. Para que haja uma
interacdo entre os capsdmeros, é necessario que as caudas N-terminais das proteinas L1 se
estendam até os capsémeros vizinhos e se liguem através de pontes dissulfeto (MCBRIDE,
2022; DOORBAR, 2016).
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Figura 4. Representacdo esquematica da estrutura viral do HPV. As proteinas L1 e L2 se ligam
formando os capsémeros que envolvem o genoma viral em uma estrutura icosaédrica. (Autoria

Prépria).
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O HPV tem seu genoma dividido em trés regides, conforme representado na figura 5C.
A regido denominada Early (E) é aquela que codifica os genes virais precocemente transcritos
e traduzidos. Esta regido genémica codifica as proteinas E1 e E2, responsaveis por regular a
replicacao, transcricdo e amplificacdo do DNA viral; E4, E5, E6 e E7, que desempenham um
papel importante no ciclo de vida do virus, permitindo a modificacdo da diferenciacédo celular,
o ambiente favoravel a replicacdo, o escape da resposta imune do hospedeiro e a
transformacdo maligna, respectivamente. Por outro lado, a regido denominada Late (L),
transcreve e traduz tardiamente as proteinas L1 e L2, que formam o capsideo do virus. Por
fim, a Regido de Controle Longo (LCR), ou atualmente descrita por Upstream Regulatory
Region (URR), contém sitios de ligacao especificos para diferentes fatores reguladores de
transcricdo que ativam ou reprimem os promotores virais (WARWICK, 2022). As figuras 5A e
5B apresentam as proteinas virais e suas respectivas funcées: E1 e E2 iniciam a replicacdo
do DNA viral e atuam como ativadores transcricionais; a proteina E5 atua na evasdo da
resposta imune e transformacédo maligna (mais recentemente) e independéncia celular de
fatores de crescimento, cooperando assim para a proliferacdo celular. A proteina E6/E6AP
promove a ubiquitinagcdo da proteina supressora de tumor celular p53, provocando sua
degradacéo e consequente perda do controle de dano celular e induc&o de apoptose (Figura
3A). Por outro lado, a proteina E7 do HPV ubiquitiniza a proteina de retinoblastoma (pRb),

resultando em sua degradagéo e consequente liberagéo do fator de transcricao E2F (Figura
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3B), entrada irrestrita da célula na fase S do ciclo celular e consequente descontrole da
proliferacdo celular (REVATHIDEVI, 2021).

Figura 5. A. Funcdes especificas de cada proteina viral; B. Representacéo esquematica do genoma
viral do HPV C. Infeccédo persistente e consequente integracédo viral, com repressao de E1 e E2, super
expressdo de E6 e E7, e consequente desregulacdo de p53 e degradacdo de pRb (modificado de

FREITAS, et al. 2021).
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1.3 PRODUTOS NATURAIS NA MEDICINA

A utilizacdo de compostos naturais, responsaveis por atingir alvos no sistema biol6gico
de forma controlada é sustentada pelas suas aplicagdes bem-sucedidas na biologia, quimica
e medicina, porém a busca continuada de substancias quimicamente ativas e a descoberta de
novas pequenas moléculas € um desafio essencial para o avango da terapéutica
(GRIGALIUNAS, 2022).

Diante da boa perspectiva da utilizacdo dos produtos naturais ha medicina, protocolos
de fracionamento baseados na bioatividade das moléculas, permitiram o isolamento de novas
substancias puras, o que expandiu a gama de possibilidades dos produtos naturais. Apesar
da taxa de descobertas de moléculas inovadoras ainda ndo estarem aumentando como
previsto, é aceito que ao se priorizar 0 acesso a recursos genéticos Unicos e estratégias
inovadoras, é possivel ainda isolar quantidades significativas de novas moléculas com
propriedades biolégicas interessantes. Nesse sentido, a biodiversidade do Brasil, ainda é uma
fonte pouco explorada principalmente no que diz respeito a medicamentos, e a utilizagdo de
pesquisas de alta qualidade pode potencializar a descoberta de uma infinidade de novas
moléculas bioativas (WILKE, 2021).
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Do ponto de vista farmacolégico, a diversidade quimica encontrada no Brasil, favorece
uma infinidade de possibilidades, incentivando a busca pelo desenvolvimento de novos
medicamentos para tratar todos os tipos de doencas. Hoje, mais de 50% dos medicamentos
produzidos a base de pequenas moléculas, vem de produtos naturais, ao que se aplica o
reconhecimento ao valor dos produtos naturais como produtos farmacéuticos (WILKE, 2021).
Um exemplo classico foi o desenvolvimento do Captopril®, medicamento sintetizado a partir
de uma substancia encontrada no veneno da jararaca sul-americana, capaz de potencializar

a acao da bradicinina, e consequente diminui¢cdo da presséo arterial (BANFI, 2016).

Considerando a alta demanda energética que a célula tumoral necessita para sua
proliferacdo descontrolada e infinita, € necessario que essas células desenvolvam algumas
vantagens adaptativas, para que possam receber esse aporte de energia e nutrientes para
suprir essa demanda. Assim a célula tumoral necessita de uma alta flexibilidade para utilizar
uma variedade de substratos, sugerindo que células tumorais dependam de vias metabdlicas
reprogramadas para a progressao tumoral (KIESEL, 2021; SAITO, 2016). Sabe-se que as
células tumorais optam pela via glicolitica (glicélise aerdbica) para obter energia suficiente
para sua alta demanda proliferativa. Resultados publicados recentemente por Souza e
colaboradores, (2017) que avaliaram a expressao protedmica diferencial das células tratadas
com Nitensidina B, outro produto natural, revelaram que houve uma sub-expressdo de
proteinas da via glicolitica. Esses achados sugerem que a utilizagdo de produtos naturais
como estratégia terapéutica, pode interferir significativamente na demanda energética celular

e consequentemente na progressao tumoral.

1.3.1 VENENO DE Rhinella marina (SAPO-CURURU)

A grande biodiversidade de compostos biologicamente ativos, oferecidos pela nossa
flora e fauna, provenientes das plantas, fungos, bactérias e animais, € bem conhecida e
estudada por nossos ancestrais e utilizada em medicamentos tradicionais. Atualmente,
venenos e secrecdes de animais, tém despertado um interesse cientifico cada vez maior pois
as substéancias presentes no veneno dos sapos, por exemplo, tém se mostrado bons agentes
terapéuticos para diversos tipos de canceres e doencas cardiovasculares (SOUMOQY, 2020).
Os bufadienolideos presentes no veneno dos sapos da familia Bufonidae, se caracterizam
pela sua diversidade quimica e alto potencial farmacoldgico. Pesquisas realizadas por
Rodriguez (2021) mostraram que os bufadienolideos apresentaram atividade citotdxica contra
células VERO epiteliais de rim e células de canceres como MCF-7(mama), NCI-H460 (pulm&o)
e SF-268 (glioblastoma).
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Os compostos quimicos das secrecdes da pele de sapos sédo estudados ha muito tempo.
Historicamente, 0s venenos brutos eram utilizados por tribos indigenas da América do Sul no
preparo de remédios para tratar canceres e inflamacdo. Algumas drogas chinesas, como a
ShanSu e a HuaChanSu, de uso milenar, também preparadas a partir da pele dos sapos, sao
amplamente usadas para tratamento de hepatite B crbnica, dor, insuficiéncia cardiaca,
inflamacdo e cancer (SOUMOY, 2020; RODRIGUEZ, 2021). As principais substancias
encontradas sao as aminas, os bufadienolideos, peptideos, proteinas e alcaldides, o que
representa uma gama de possiveis indicacfes terapéuticas como cardiotbnico e antiarritmico,
antifangico, antibacteriano, antiviral, antineoplasico, antidiabético, imunomodulador, indutor de
sono, analgésico, contraceptivo e cicatrizante (SOUMOY, 2021; BANFI, 2016). Os
bufodienolideos por sua vez, sdo classicos inibidores de Na‘/K* - ATPases que também
exercem efeitos antineoplasicos, como indugcdo de apoptose, interrup¢cédo do ciclo celular,
inducao de diferenciacao e inibicdo da angiogénese do cancer (DENG, 2015). Além disso, ja
se sabe que os bufodienolideos tem seus mecanismos de apoptose implicados em varias vias
como mediada por mitocondrias, via de sinalizagdo PI3K/Akt, canal de cloreto CIC-3, via de
sinalizagdo IKKB/Nf-Kb, DNA topoisomerase |l e via de ligagéo intercalada, levando a quebras
de DNA de fita dupla (DENG, 2015).

A familia Bufonidae, pertencente a classe dos anfibios, é representada por cerca de 471
espécies. Um género importante dessa familia € o Rhinella, conhecido anteriormente como
Bufo, que consiste em cerca de 258 espécies. Rhinella marina (Figura 6A) também conhecida
popularmente como sapo-cururu € uma das espécies venenosas mais encontradas no
continente australiano e na América do Sul, cujo veneno tem sido extraido para o isolamento
de inimeras substancias puras (RAASCH-FERNANDES, 2019; MEDEIROS, 2019; BANFI,
2016).

Figura 6. A. Rhinella marina (sapo-cururu); B. Veneno sendo extraido do sapo identificado pela seta na
cor preta (SOUZA, 2017).
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Dentre as substancias puras isoladas do veneno do sapo Rhinella marina, foram
selecionadas as substancias marinobufagina (MBG), telocinobufagina (TBG) e
marinobufotoxina (MBT) para serem avaliadas neste estudo. As substancias em questdo
pertencem a classe dos esteréides cardiotdnicos, que foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Dr. Geraldo Magela, do Departamento de Quimica de produtos naturais, Universidade do Piaui
(UFPI).

Figura 7. Substancias puras. A. Marinobufagina; B. Telocinobufagina; C. Marinobufotoxina
(MACHADO, 2018; BANFI, 2016; SOUSA, 2017)
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1.4 MORTE CELULAR E CANCER

Para manter a homeostase e a funcao tecidual normal, € necessario que as células
danificadas e disfuncionais sejam eliminadas por um processo de morte celular programada e
substituidas por outras, novas e saudaveis. A grande maioria das doencas responsaveis por
causar morte ou incapacidade, incluindo doencas degenerativas, cardiovasculares,
autoimunes, infecciosas e canceres, envolvem remocao celular excessiva ou insuficiente

(SINGH, 2019, NORBURY, 2001; ELMORE, 2007).

A apoptose é a via de morte programada importante, conservada evolutivamente, para
o desenvolvimento adequado, manutencdo da homeostase tecidual e prevencéo do cancer. E
finamente regulada a nivel genético, resultando na remocao ordenada e eficiente de células
com danos no DNA durante o desenvolvimento ou envelhecimento. Possui uma maquinaria
complexa e envolve diversas vias de sinalizacao que, além de preservar o equilibrio saudavel

das células, atua também na manutencao da integridade do genoma. O cancer por sua vez,
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pode usar uma série de estratégias para evitar o processo apoptético (PISTRITTO, 2016;
GOLDAR, 2015).

Detalhadamente, a apoptose € iniciada por estimulos intrinsecos e extrinsecos. A via
intrinseca envolve a participacdo de mecanismos mitocondriais com liberacdo de citocromo C e
formacédo do apoptossoma, e a via extrinseca € ativada pelo sistema DISC em func¢éo da ligacéo
de Fas e TNF-a ao seu receptor homologo na membrana plasmatica e recrutamento de proteinas
adaptadoras com consequente ativacao da caspase 8 a jusante, que por sua vez ativa a caspase
3 efetora e é regulada por proteinas pré-apoptéticas e anti-apoptéticas conforme representado
na figura 8 (LI, 2021). Ambas as vias resultam na ativacdo das caspases, responsaveis por
degradar os componentes celulares e preparar as células danificadas para serem fagocitadas
com minimo estresse para as células e tecidos adjacentes. As caspases por sua vez, Sdo um
conjunto de proteinas intracelulares altamente conservado que quando ativadas, clivam
sistematicamente proteinas-alvo em uma cascata de eventos celulares. Sdo produzidas como
procaspases, enzimaticamente inativas, e sofrem dimerizagéo ou oligomerizagéo para que sejam
ativadas (KESAVARDHANA, 2020). Uma vez recebidos os estimulos pro-apoptoticos (por via
extrinseca ou intrinseca), inicia-se uma cascata de caspases auto-ativadas, resultando no
processo de morte celular, caracterizado por alteragbes celulares caracteristicas, como
degradacado do DNA, pichose e fragmentacao nuclear, envoltos em pequenas membranas celular
formando os corpos apoptéticos, que serdo posteriormente fagocitados (KESA VARDHANA,
2020; ALBERTS, 1999).

Em contraste com a necrose, que se caracteriza por um processo de morte celular
desregulada, frequentemente resultante de trauma celular agudo, a apoptose necessita de

aporte de energia, sendo, portanto, um processo ativo (SINGH, 2019).

A inducdo de apoptose como resultado de células danificadas em lesGes pré-
cancerosas pode remover as células potencialmente nocivas, impedindo assim o crescimento
tumoral. Assim, o descontrole da maquinaria apoptética € o que confere as células tumorais
vantagens como proliferagdo celular descontrolada, desenvolvimento e progresséo do tumor
e resisténcia aos tratamentos, ou seja, a desregulacao dos mecanismos apoptéticos € um dos
processos que favorece a carcinogénese em condi¢cdes de mutacdes génicas, radiacdo UV,
infeccdo por HPV entre outros. Assim, estratégias terapéuticas direcionadas a alvos
moleculares reguladores do mecanismo de apoptose, representam uma opcao importante

para restaurar o controle celular na carcinogénese (LI, 2021).
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FIGURA 8. Representacdo esquematica das vias apoptoticas intrinseca e extrinseca (Modificado de
SINGH, 2019). Na via intrinseca, a partir de estimulos apoptéticos, as proteinas pro-apoptoticas (BIM,
BID, PUMA, BAD ou Noxa) (1) podem ser inibidas pelas proteinas anti-apoptéticas (familia BCL-2) (2)
ou se ligam na membrana mitocondrial (3) estimulando a liberacdo de Citocromo C (4), ocorre a
formacéo do apoptossomo (5), que ativa caspase 9 (6) que pode ser bloqueada pelas IAPs (7), ou por
sua vez ativa as caspases efetoras 7 e 3 (8) que leva a células para o processo de fagocitose (9). Na
via extrinseca, os ligantes de morte se ligam aos receptores de morte na membrana plasmatica (11),
ocorre o recrutamento das proteinas adaptadoras FADD (12); formacdo do complexo DISC (13),
ativacao da caspase 8 iniciadora (14) e consequente ativacdo da caspase 3 efetora (15) comum para

ambas as vias e preparacao da célula para fagocitose (9-16).
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1.5 QUIMIOTERAPIA E iNDICE DE SELETIVIDADE DAS SUBSTANCIAS PURAS

O uso de medicamentos para tratamento do cancer vem de longo tempo. Um tratamento
eficaz baseia-se em doses altas de um agente citotdxico, capaz de matar essas células que

se dividem rapidamente, resultando na diminuigdo do tumor. Porém isso nem sempre ocorre,
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pois muitos destes medicamentos ndo sdo especificos para células cancerigenas e
geralmente causam efeitos colaterais graves. (ANTILLA, 2019). Compostos quimioterapicos
como a cisplatina, por exemplo, que € uma pequena molécula de platina, destinada a principio
para controlar infec¢des bacterianas, parece tratar de forma eficaz o cancer cervical avancado
ou recorrente, de acordo com artigos publicados por Zhu em 2016 e Corte em 2020. Os
autores trazem como mecanismo de a¢éo da cisplatina a formacao de adutos covalentes DNA-
cisplatina, induzindo danos ao DNA e que quando ndo podem ser reparados, levam a célula
a apoptose. Corte traz ainda, que a associacao da cisplatina com paclitaxel, que por sua vez
atua na estabilizacdo dos microtibulos citoplasmaticos, estruturas importantes para a
movimentac¢ao dos cromossomos e das organelas na diviséo celular, fazendo com que a célula
perca sua capacidade de se dividir de maneira ordenada e por consequéncia morte, se
mostrou mais eficaz do que a monoterapia anticAncer com a cisplatina em termos de taxa de

resposta ao tratamento e sobrevida livre de progressdo de cancer cervical avangado.

Atualmente, uma das principais abordagens para o tratamento do cancer sao
procedimentos cirlrgicos associados ao tratamento medicamentoso. A quimioterapia, um
método capaz de matar as células tumorais e/ou inibir seu crescimento e proliferagéo, tem
como principal caracteristica, a incapacidade de diferenciar células tumorais e células normais,
resultando em alta toxicidade e diversos efeitos colaterais para o paciente. Nas Ultimas
décadas houve uma mudanca significativa no tratamento do cancer, no que diz respeito a
utilizagdo de medicamentos direcionados ou seletivos, ao invés de medicamentos de amplo
espectro, no intuito de diminuir os efeitos colaterais pela falta de seletividade para as células
tumorais (ZHONG, 2021). Nesse contexto, avaliar o grau que uma substancia é seletiva
apenas para as células tumorais, torna-se um importante aliado para diminuir os possiveis
efeitos colaterais dos pacientes. Assim, o calculo do indice de seletividade (IS) pode indicar a
seletividade de determinada substéncia entre uma linhagem neoplésica e uma linhagem
normal, indicando seu potencial uso em testes clinicos. A seletividade de uma substancia é de
suma importancia para o desenvolvimento de um medicamento, e sua falta, pode se traduzir
em um aumento da toxicidade do tratamento. Assim, este parametro é cuidadosamente
monitorado nos processos de descoberta de novos farmacos, a fim de minimizar os potenciais
nocivos do medicamento. Para se obter um novo farmaco, existe uma definicdo de Perfil do
Produto Alvo (TPP), responsavel por destacar uma janela aceitavel entre as atividades
desejadas (alvo) e as ndo desejadas. Deste modo, perfis com seletividade insuficiente,

remetem a varias falhas em ensaios clinicos (BOSC, 2017).

Nesse sentido, devido a alta incidéncia do cancer de colo de Utero entre as mulheres no

mundo e a baixa cobertura vacinal em paises subdesenvolvidos faz-se necessario a busca de
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novas terapias que atinjam alvos terapéuticos especificos desregulados na infeccédo por HPV
de alto risco, implementando terapias farmacolégicas que possam mitigar o cancer de colo

uterino.

2. OBJETIVO GERAL

O presente estudo prop8e avaliar se as substancias puras isoladas do veneno de Rhinella
marina (sapo-cururu) sdo capazes de induzir seletivamente morte celular em linhagens

associadas e nao associadas ao HPV16.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar o potencial citotdxico das substancias marinobufagina (MBG), telocinobufagina
(TGB) e marinobufotoxina (MBT), extraidos do veneno de Rhinella marina (sapo-
cururu), frente as linhagens associadas e ndo associadas ao HPV16 utilizando pelo
método de MTT;

e Determinar o CI50 e o indice de seletividade (IS) das substancias para cada linhagem;

e Auvaliar o potencial apoptético pela ativacédo das caspases efetoras 3/7;

e Avaliar qualitativamente a morte celular por microscopia de fluorescéncia das linhagens

celulares tratadas com o terpeno selecionado.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. SUBSTANCIAS PURAS ISOLADAS DO VENENO DE Rhinellamarina
(SAPO-CURURU)

As substancias puras denominadas marinobufagina (MBG), marinobufotoxina (MBT) e
telocinobufagina (TBG) foram extraidas do veneno produzido pelo Rhinella marina (sapo-
cururu) e subsequentemente liofilizadas, gentilmente cedidas pela Universidade Federal do
Piaui — UFPI, obtidas no Laboratério de Produtos Naturais — LPN.

As substancias foram reconstituidas em 100% de DMSO (veiculo). Para os respectivos
tratamentos, as solu¢cdes foram diluidas em meio de cultura para contemplar a concentracédo

do veiculo de 0,5%. As solu¢des foram aliquotadas e armazenadas a -20°C sob abrigo de luz.
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3.2. LINHAGENS CELULARES

Foram cultivadas duas linhagens de cancer cervical HPV-16 positivas: SiHa, com 1 a 2
cdpias virais e CasKi com 500 a 600 copias virais; foram também utilizadas uma linhagem de
cancer cervical negativa para HPV (C-33A) e uma linhagem celular ndo tumoral de
gueratindcitos de pele espontaneamente imortalizada sem background genético tumoral
(HaCaT), todas fornecidas pela Professora Associada Marilia de Freitas Calmon (Instituto de

Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, IBILCE, UNESP, Séo José do Rio Preto - Sao Paulo,

Brasil). As células foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Life
Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life Technologies) e solugéo de
antibiético/antimicotico (penicilina 100 U/mL, estreptomicina a 100 pg/mL e anfotericina B 0,25
ug/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), em estufa a 37°C e 5% de CO?, até confluéncia
de aproximadamente 80%. ApGs atingir confluéncia adequada, as células foram descoladas
da garrafa de cultura com uso de tripsina 1x (Life Technologies) e transferidas para

microplacas adequadas para cada ensaio.

Os experimentos de citotoxicidade (MTT) e os experimentos de luminescéncia para
caspases foram acompanhados de controle positivo utilizando doxorrubicina 100uM, controle
negativo somente com meio de cultura suplementado com 10% de soro fetal bovino e
antibiéticos e controle de veiculo preparado com 0,5% de DMSO. Além disso, para 0s
experimentos de ativacdo das caspases foi utilizado como controle positivo ativador de
apoptose, a curcumina 100uM, além da doxorrubicina 100uM como controle positivo ativador
de necrose. Para os ensaios de densidade (Growth Rate) foi utilizado como controle positivo,

doxorrubicina 100uM e como controle negativo, células sem tratamento.

3.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DE MTT

Para avaliacdo da viabilidade celular, foi realizado o ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetilazo-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio (MTT), que quantifica indiretamente a viabilidade das
células. O sal tetrazdlio, de coloragdo amarela é reduzido pela succinato-desidrogenase
mitocondrial e forma um composto de coloracgédo violacea, sais de formazana, cuja intensidade

€ proporcional a quantidade de células vivas (MOSMANN, 1983; BUCH, 2012).

As células de cada linhagem foram plaqueadas em microplaca de 96 pogos, na
quantidade de 1,0 x 104 células/poco (1,0x105 células/mL) e incubadas em estufa a 37°C em
atmosfera de 5% de CO? por 24 horas. Em seguida, foram tratadas com as trés substancias

individualmente e incubadas por mais 24 horas. Ao final desse periodo, foi adicionado a cada
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poco, 10uL de MTT, diluido em PBS (5mg/mL), e incubado de 3 a 5 horas em estufa a 37°C
com 5% de CO? sob abrigo de luz. Apdés o periodo de incubacgdo, foi descartado o
sobrenadante de cada poco, e as células foram ressuspendidas com 100uL de DMSO por
poco, e as absorbancias foram medidas a 540nm em leitor espectrofotométrico de placas e

aplicadas a férmula abaixo:

% Células Vivas = Absorbéancia Teste - Absorbancia Branco x100
Absorbéncia Controle Negativo - Absorbéncia Branco

3.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA 50% (CI50) E INDICE DE
SELETIVIDADE (IS)

A atividade de cada substancia frente a cada linhagem testada, foi mensurada pelo
ensaio de MTT, conforme descrito acima. De acordo com os resultados obtidos em triplicatas
biologicas e por trés experimentos independentes, foram calculadas as concentracdes
capazes de inibir 50% da viabilidade celular (CI50). Para isso, cada CI50 foi calculado a partir
das curvas dose-resposta usando o Software GraphPad Prisma (GraphPad Software, La Jolla,
CA, EUA).

Para o calculo do indice de Seletividade das substancias (IS), ou seja, para avaliar o
quanto cada substancia foi seletiva para as linhagens tumorais, foi calculada a razao entre o

CI50 da linhagem nao tumoral/ CI50 da linhagem tumoral conforme férmula abaixo:

indice de Seletividade (IS): CI50 da Linhagem N&ao Tumoral x100
CI50 da Linhagem Tumoral

3.5. ENSAIO DE ATIVACAO DE CASPASES

O ensaio CASPASE GLO 3/7 é um ensaio homogéneo e luminescente que tem como
finalidade medir a atividade das caspases efetoras 3 e 7, onde a luminescéncia é proporcional
a atividade mensurada, e foram realizadas segundo protocolo do fabricante com modificacdes

(Promega, Brasil).

As células foram cultivadas conforme protocolo de cultivo celular (Item 3.2) e em seguida
plagueadas em microplacas de 96 pocos de fundo preto, com a finalidade de evitar
luminosidade para que a fluorescéncia ndo fosse perdida. Foram incubadas e tratadas com
MBG apoOs 24 horas do plagueamento, na concentracdo determinada pelo CI50. Para
avaliagdo da atividade das caspases, foram realizados tratamentos de 12 horas, com a

concentracdo determinada pelo CI50 da substancia pura no ensaio de MTT.
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Os reagentes foram preparados conforme o protocolo do fabricante, e ap6s 12 horas do
tratamento, foi adicionado 50uL do reagente Caspase GLO 3/7 e 50uL de PBS em cada poco.
A placa foi entéo incubada em temperatura ambiente, protegida de luz, por um periodo de uma
hora, para gque a luminescéncia atingisse o pico de sinal e fosse mantido por varias horas, sem
perda minima. As leituras das placas foram realizadas no Leitor de Placas Tecan, no
Laboratério de Parasitologia Clinica, do Departamento de Analises Clinicas da UNESP, sob a
supervisdo da Profa Dra Marcia Graminha e sua equipe. Apdés uma hora de incubacéo sob
abrigo de luz, o conteudo das placas foi homogeneizado automaticamente pelo leitor e foram
realizadas leituras (360/40nm e emissdo 460/4nm) de 5 em 5 minutos a 37°C. Os
experimentos foram realizados em triplicada e trés experimentos independentes. Como
controle branco foi utilizado pogos sem células apenas com meio de cultura e como controle

negativo foram utilizadas células sem tratamento.

3.6. ENSAIO QUALITATIVO DE MORTE CELULAR POR FLUORESCENCIA

O ensaio denominado Growth Rate, foi padronizado na Universidade de Harvard
(Cambridge, MA, EUA) para avaliar se determinada substancia causa morte celular por
apoptose ou necrose, Ou Se apenas causa um processo citostatico, em que as células voltam
a se proliferar apés a retirada do tratamento. Com a utilizagdo de mecanismos automatizados,
0s pesquisadores fazem a retirada do sobrenadante sem que as células mortas se
desprendam do fundo do poc¢o. No presente estudo, ndo foi possivel reproduzir a mesma
técnica pela falta da automatizacdo adequada, mesmo utilizando o agente de densidade
Optprep. Assim, foi adaptado para o modelo experimental qualitativo por fluorescéncia,

utilizando os fluorocromos Hoechst e LDR.

Apos o cultivo das linhagens, para cada experimento, foram plaqueadas 1,0x104cel/mL
(HaCaT) e 0,3x105 (para demais linhagens) em 4 placas de 96 pocos por 24 horas
(identificadas como TO, T1, T2 e T3), incubadas com meio de cultura em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO2. No tempo denominado TO, foram plaqueadas uma quantidade
menor de células para que houvesse crescimento homogéneo até 72h de tratamento (48 horas
de recuperacao) com durabilidade de 4 dias de experimento. Essa estratégia experimental
evita 0 excesso de confluéncia nos pocos até o final do experimento. Em TO foram avaliadas
células plagueadas sem tratamento; em T1, células tratadas ap6s 24 horas, controle positivo
com doxorrubicina e controle negativo (células sem tratamento); em T2 e T3, células tratadas
apos 48 horas e 72 horas respectivamente e os controles negativos. Os controles positivos
foram avaliados apenas em 24 horas de tratamento. No dia seguinte (tempo 0 - 24 horas apds

o plagueamento) a placa TO foi revelada (conforme protocolo descrito abaixo), e as outras 3
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placas foram tratadas com MBG na concentracdo determinada pelo CI50 de cada linhagem e
incubadas por mais 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2sob abrigo de luz. No terceiro
dia, a placa T1 (tempo 24h ap06s o tratamento) foi revelada conforme protocolo e nas outras 2
placas foram adicionados ao tratamento, 100 uL da solu¢céo 3 (Optiprep 10% em PBS) para
gue as células mortas permanecessem no fundo da placa e pudessem ser fotografadas com
as marcacdes dos fluorocromos especificos (LDR e Hoescht 33342). O LDR (Live death red)
€ um corante vermelho fluorescente responsével por corar o nicleo das células mortas; o
Hoechst 33342 é um segundo corante fluorescente de cor azul responsavel por corar o nicleo
das células viaveis. O reagente Optiprep promove um gradiente de densidade que permite a
manutencédo das células vivas e mortas, sedimentadas no fundo da placa. As placas foram
entdo incubadas por mais 30 minutos sob abrigo de luz. Apés a incubacao, o sobrenadante
foi descartado cuidadosamente pela lateral do poco e foi adicionado 100 uL de meio de cultura
suplementado com 10% de SFB e antibiéticos e foram novamente incubadas em estufa a 37°C
com 5% de COzsob abrigo de luz para recuperacdo. No quarto dia, a placa T2 (tempo 48h —
24 horas de recuperacdo) foi revelada conforme protocolo e a placa T3 foi novamente

incubada e posteriormente revelada no quinto dia (tempo 72h — 48 horas de recuperacao).

O protocolo de revelagédo de cada placa baseia-se na adicdo de 100uL da Solucédo 1
(1:1000 LDR / 1:1000 Hoescht 33342/ 10% Optprep em PBS), em cada poc¢o e incubado por
30 minutos em estufa a 37°C com 5% de CO2 sob abrigo de luz. Apos esse tempo, foi
adicionado em cada poco a Solugdo 2 (formaldeido 3,7% em 20% de Optprep em PBS) para
a fixac@o das células, uma vez que o formaldeido tem a fung&o de fixar proteinas e inativar
enzimas proteoliticas rapidamente, evitando o processo de autélise celular, e novamente
incubado por mais 30 minutos nas mesmas condi¢cdes. Apds o tempo de incubacgdo, o
contetdo de cada poco foi retirado gentilmente pela parede do poco e cada poco foi lavado
com 100 uL de PBS, que foi posteriormente descartado. Em seguida, foi adicionado 100 uL
de PBS em cada poco e foram fotografados 10 campos aleatérios de cada poco, de todas as
triplicatas e trés experimentos independentes, utilizando microscopio de fluorescéncia (Nikon,
TS100F), onde foi possivel visualizar as células vivas (azuis) e mortas (vermelhas). Este

protocolo permitiu a validacdo dos resultados que seréo apresentados abaixo.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Para os ensaios de citotoxicidade calculou-se a média e + erro padrdo (média + erro
padrdo). Apés determinado que os resultados possuiam distribuicdo normal (avaliacdo da
normalidade pelo teste estatistico de Shapiro Wilk com hemocedasticidade), foram aplicados

os testes de analise de variancia OneWay (ANOVA) e o pés teste de Tukey. Para a andlise de
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comparacao entre as linhagens foi aplicado o teste de analise de variancia Two Way ANOVA
com pos teste de Bonferroni. As andlises foram realizadas com software GraphPad Prism®
Version 5.1 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para os testes estatisticos foi

considerado o nivel de p<0,05(*p<0,05**p<0,01***p<0,001).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR = MTT

A citotoxicidade das substancias MBG, TBG e MBT foram avaliadas nas diferentes

concentracdes de 7,81uM, 15,62uM, 31,25uM, 62,50uM e 125uM.

Figura 9. Porcentagem de viabilidade celular de linhagem de cancer cervical SiHa tratada com MGB,
MBT e TBG em 24 horas de tratamento. 125,0 uM (MBG: CN p<0,001, CP p<0,01; MBT: CN p<0,001,
CP p=ns; TBG: CN p>0,001, CP p=ns). Os dados referem-se as médias de trés experimentos
independentes e erro padréo (M + EP). CP (controle positivo, doxorrubicina a 100uM) e CV (controle
de veiculo — DMSO 0,5%). Oneway ANOVA com pés-teste de Tukey. %; * p < 0,05; **p < 0,01; *** p <
0,001.
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Figura 10. Porcentagem de viabilidade celular de linhagem de cancer cervical CasKi tratada com MGB,
MBT e TBG em 24 horas de tratamento. 125uM (MGB: CN p<0,001, CP p<0,001; MBT: CN p<0,001,
CP p<0,001; TBG: CN p<0,001, CP p<0,01). Os dados referem-se as médias de trés experimentos

independentes e erro padrdo (M £ EP). CP (controle positivo, doxorrubicina a 100uM) e CV (controle
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de veiculo — DMSO 0,5%). Oneway ANOVA com pés-teste de Tukey. %; * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p <

0,001.
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MGB, BT e TBG em 24 horas de tratamento. 125uM (MBG: CN p<0,001, CP p<0,001; MBT: CN p<0,05,

CP p<0,001; TBG: CN p=ns, CP p<0,01). Os dados referem-se as médias de trés experimentos

independentes e erro padrao (M + EP). CP (controle positivo, doxorrubicina a 100uM) e CV (controle
de veiculo - DMSO 0,5%). Oneway ANOVA com pés-teste de Tukey. %; * p <0,05; ** p < 0,01; ** p <

0,001.
A MARINOBUFAGINA / C-33A
1509 i
E *k K
3
S 100 xrx
3
3
3 50
©
g
2
0-
Concentragdo (uM)
= TELOCINOBUFAGINA / C-33A
150- e
1= '7
o
E *k
@
O 1004 -
8
s
B 50
£
2
n-

Concentragao (pM)

CN

cv

cP
7.81uM
15,62uM
31,25uM
62,50uM
125uM

oonnnnonn

CN

Ccv

cP
7.81uM
15,62uM
31,25uM
62,50uM
125uM

I

=

% Viabilidade Celular

150+

MARINOBUFOTOXINA / C-33A

CN

cv

CcP
7,81uM
15,62uM
31,25uM
62,50uM
125uM

oooooomn

Concentragao (pM)



39

Figura 12. Porcentagem de viabilidade celular de linhagem de cancer cervical HaCaT tratada com
MGB, MBT e TBG em 24 horas de tratamento. 125uM (MBG: CN p=ns, CP p<0,001; MBT: CN p=ns,
CP p<0,001; TBG: CN p=ns, CP p<0,001). Os dados referem-se as médias de trés experimentos
independentes e erro padrdo (M £ EP). CP (controle positivo, doxorrubicina a 100 uM) e CV (controle
de veiculo — DMSO 0,5%). Oneway ANOVA com pés-teste de Tukey. %; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001.
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Figura 13. Porcentagem de viabilidade celular (MTT). Comparacéo entre as linhagens SiHa, CasKi, C-
33A e HaCaT tratadas com as substancias MBG (A) (SiHa vs HaCaT 125uM p< 0,001; SiHa vs CasKi
125uM p< 0,05; SiHa vs C-33A p<0,001) MBT (B) (SiHa vs HaCaT 125uM p< 0,05, SiHa vs C-33A
p<0,001) e TBG (C) (SiHa vs HaCaT 125uM p<0,01; SiHa vs CasKi p=ns; SiHa vs C-33A p<0,05) em
24 horas de tratamento. Os dados referem-se as médias de trés experimentos independentes e erro

padréo (M £ EP). 2way ANOVA com pés-teste de Bonferroni. %; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
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Em relacdo a linhagem SiHa, foi possivel observar uma diminuicdo da viabilidade
proporcional ao aumento da concentracdo da MBG, atingindo a inibicdo de 50% das células
na concentracdo de 12,40uM (CI50) no tempo de 24 horas de tratamento. Ja com as
substancias MBT e TBG, a linhagem SiHa apresentou maior viabilidade celular quando
comparada ao tratamento com MGB. Apenas nas maiores concentra¢cdes testadas, atingiram
as CI50 (50,73uM e 80,86uM respectivamente). Assim como no estudo de Machado (2018), a
MBG apresentou alta citototoxicidade para as linhagens tumorais HL-60 e K562 (leucemia
humana), HEP-2 (laringe), MDA, MB-435 (melanoma), SF-295 (glioblastoma), MCF-7 (mama),
NCHI-292 (pulmao), HEPG-2 (figado) e OVCAR-8 (ovario) com CI50 variando entre 0,15 a
7,35uM no tempo de 72 horas de tratamento. Deve-se ressaltar que néo é possivel estabelecer
comparagdo com o presente estudo levando-se em conta que as linhagens supracitadas
possuem diferentes backgrounds genéticos. Mas de forma relativa demonstram que a
substancia utilizada neste estudo tem acdo citotéxica, tal qual demonstrado em outras

linhagens tumorais.

Nos ensaios de viabilidade celular com a linhagem Caski, de cancer cervical HPV
positiva com 500 a 600 coépias virais, as trés substancias testadas, MBG, MBT e TBG,
apresentaram menor inibi¢do da viabilidade celular com CI50 de 85,80uM, 92,08uM e 70,57uM
respectivamente, sendo a TBG a que mostrou melhor resultado. Outros resultados publicados
em 2018 por Gao e colaboradores mostraram que a TBG suprimiu significativamente em
baixas doses a migracao celular e a invasdo do cancer de mama e em altas doses e inibiu a
proliferacdo celular in vitro. Segundo Gao, a inibicdo da migracéo e invaséo se deu porgue a
TBG desencadeou um colapso dos filamentos de actina, regulou negativamente marcadores
mesenquimais incluindo vimentina e fibronectina e regulou positivamente marcadores
epiteliais como E-caderina, além de regular negativamente Snail, um fator de transcricao
crucial de EMT (Epitélio mesenquimal de transicdo) que é um processo que esta relacionado
a estimulacdo da migracao das células cancerigenas. Assim, apesar de nossos resultados
nao apresentarem um CI50 relativamente baixo para a inibicdo das células em questéo,
sugere-se estudos futuros com a TBG em relacao a inibicdo da migracdo destas células, que

sdo responsaveis pelo desenvolvimento de um tipo importante de cancer entre as mulheres.

De acordo com Vieira Junior e colaboradores (2021), compostos extraidos de secrecdes
cutaneas e bufadienolideos isolados, alcal6ides e metabdlitos de Rhinella marina (R. Bufo)
apresentaram atividade contra linhagens tumorais humanas como glioblastoma (U-373),
osteossarcoma (MG-63), célon (26-L5, HCT-116), leucemia (K-562, U937 ML-1, Jukart T, HL
-60), melanoma (MDA/MB-435, SKMEL-28), bexiga (BIU-87, J-82), mama (MCF-7, MDA/MB-
231, MCF10A), oligodendroglioma (Hs-683), glioblastoma (SF-295), adenocarcinoma gastrico
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(AGS), préstata (DU-145, PC-3, LNCaP), ovéario (OVCAR-8), carcinoma hepatocelular (HepG-
2), carcinoma de pulmdo (A-549, SK- MES-1, NCIH-292) e carcinoma primario de figado
(PLC/PRF/5) bem como para células de rim embrionario humano (HEK-293) ndo tumorais,
porém por se tratar de linhagens tumorais com diferentes backgrouds genéticos nao é possivel

fazer comparacao com os resultados mostrados nesse estudo.

Para a linhagem C-33A (cancer cervical HPV negativa), nenhuma das substancias
testadas demonstrou ser significativamente citotéxica, com CI50 maiores do que a maior
concentracao testada (125uM), calculados por calculo de progresséo, 0 que sugere que as
células associadas ao HPV 16 apresentaram maior sensibilidade ao tratamento quando
comparadas com a linhagem tumoral néo infectada pelo virus na maior concentragdo testada
(SiHa vs C33 p<0,001). Nesse sentido, um trabalho publicado em 2021 por Liu e
colaboradores, comparou células de tumores cervicais HPV positivo, células de tumores
cervicais HPV negativo e linhagem celular de fibroblastos de pele ndo tumorais e verificou que
houve um aumento nos niveis das proteinas de oito genes especificos nas células C-33A,
guando comparadas com SiHa, CasKi e HelLa (adenocarcinoma HPV18 positivo) que pode
estar relacionado com o aumento da resisténcia da C-33A aos tratamentos. Segundo Liu,
guando comparados com pacientes com cancer cervical HPV positivos, o cancer do colo do
Utero das pacientes HPV negativo, tende a se inclinar para a idade mais avancada e
apresentar um resultado em geral pior, com um periodo de sobrevida mais curto, estagio
avancado e maior prevaléncia de metastases linfonodais, sugerindo que canceres cervicais

sem HPV, tendem a ser mais agressivos e resistentes.

Assim, os achados deste trabalho sugerem que as linhagens celulares associadas ao
HPV16, demonstraram ser mais sensiveis quando comparadas com as linhagens de cancer
cervical HPV negativa (C-33A) que tem um perfil genético diferenciado como mencionado no
trabalho publicado por Liu e colaboradores (2021). Nos resultados dos ensaios de MTT houve
inibicdo da viabilidade de células tumorais associadas ao HPV preferencialmente, quando
comparadas com a linhagem tumoral C-33A (HPV negativa) e HaCaT (queratindcitos de pele

normais imortalizados) que se mostraram resistentes as trés substancias testadas.

De acordo com um artigo publicado em 2019 por Zhou e colaboradores, células que
possuem p53 mutante, proveniente de mutacbes de ponto Unico em seu gene codificador
TP53, mutante em cerca de 50% dos canceres humanos, estdo altamente associadas a
malignidade em grau avancado e a quimiorresisténcia. Sabe-se que a linhagem de céncer
cervical C-33A possui p53 mutante, o que pode explicar o perfil de resposta resistente ao

tratamento com as trés substancias testadas.
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Sabendo que E6 e E7 atuam na sinalizacdo da degradacéo das proteinas p53 e pRb
respectivamente, considera-se que as linhagens associadas ao virus sao reguladas
negativamente para p53 e pRb. Do mesmo modo, sabe-se que a linhagem C-33A possui um
mutante para p53, o que impede sua expressao. Assim funcionalmente, para as trés linhagens
tumorais, nao existe acado de p53, 0 que sugere que a restauracao da funcéo da proteina p53
nao seja alvo da acdo da MGB. No entanto, os HPVs de alto risco podem interagir com muitas
outras vias relevantes para o cancer, mesmo de forma independente de p53 e pRb
(FRANCONI, 2020).

Outro mecanismo proposto na literatura, por Sousa e colaboradores (2017) é que o0s
bufadienolideos agem inibindo o complexo da bomba Na+/K+ ATPase, que por sua vez tem
como funcdes fisiolégicas, manter o potencial de membrana celular, executar o transporte de
nutrientes e aminoacidos e manter o equilibrio osmético. Subunidades especificas do
complexo Na+/K+ ATPase estdo envolvidas com o crescimento e sobrevivéncia celular e
encontram-se superexpressas em diversos tipos de canceres. Esse mecanismo pode estar
associado ao perfil seletivo de resposta entre as linhagens tumorais e a linhagem de
queratindcitos neste estudo (SOUSA, 2017).

Os resultados do MTT mostraram também que a linhagem de cancer cervical SiHa foi
mais sensivel ao tratamento com MBG quando comparada com a linhagem CasKi. Sabe-se
que E6 e E7 atuam em diferentes outros alvos, além de p53 e pRb (FRANCONI, 2020). Pode-
se inferir entdo, que as células CasKi por possuirem uma quantidade maior de cépias virais
(500 a 600 por célula) traduzem uma quantidade maior das proteinas E6 e E7, que por sua
vez, atuam em vias distintas no processo de carcinogénese, o que poderia dar a essas células

um perfil da resposta mais resistente ao tratamento.

Mecanismos relacionados com diversas substancias antitumorais que tem acdo de
intercalantes de DNA, por formarem complexos enzimaticos de DNA pela acdo nas enzimas
topoisomerase | e Il, também podem ser considerados. Esse mecanismo induz a quebras de
fita simples de DNA (topoisomerase 1) e quebras de fita dupla de DNA (topoisomerase II).
Alguns novos inibidores de topoisomerases, sao capazes de inibir a acao catalitica da enzima
sem a formacéo dos complexos. Desse modo, a inibicdo da transcricéo e replicacdo tem sido
considerada como um dos mais provaveis mecanismos de citotoxicidade e o grau de
especificidade pela clivagem do DNA é tipico de cada substancia ou classe de substancias
(BAGULEY, 2021). No artigo publicado por Sousa em 2017, foi descrito a inibigdo da enzima
topoisomerase Il e consequente quebra de fita dupla de DNA por diversos bufodienolideos
testados, além de citar também mecanismos de inibicdo do complexo Natk+ -ATPase e

inducdo de apoptose dependente de caspases.
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Assim, o presente estudo demonstrou que a MBG foi citotoxica para a linhagem de cancer
cervical HPV positiva (SiHa) em baixas concentracfes em 24 horas de tratamento, sugerindo que
a MBG pode ser indicada como um bom agente antitumoral para canceres de colo de utero.
Desta forma, os demais experimentos foram realizados com a substancia MBG pois

apresentaram os melhores resultados em comparagéo as demais substancias.

4.2. DETERMINACAO DO CI50 E INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

ApOs realizados os ensaios de citotoxicidade e feitos os calculos de viabilidade celular
de cada linhagem, foram calculados os CI50s e os IS de cada substancia frente a cada

linhagem:

Tabela 1. Célculo da Concentracéo Inibitdria de 50% (CI150). MGB demonstrou o menor valor de CI50

(12,4uM) para linhagem SiHa.
CIS0 CALCULADOS (uhd)

Substancia Pura HaCaT SiHa CasKi C-33A
MARINOBUFAGINA 159,89 12,40 85,80 147,64
MARINOBUFOTOXINA 281,49 50,73 92,08 418,23
TELOCINOBUFAGINA 207,05 80,86 70,57 197,82

Vieira Junior (2021) descreveu que a maioria dos CI50 das substancias testadas foi <
4,0uM em até 72 horas de tratamento. Nossos resultados demonstram que a substancia MGB
para SiHa apresentou o menor CI50 (12,40uM) em 24 horas de tratamento (Tabela 1),

representando uma concentracao proxima da apresentada pelos autores citados.

Tabela 2. Calculo do indice de Seletividade (IS) calculados a partir dos valores de CI50, utilizando a

férmula presente no item 3.5. MGB mostrou o maior valor de seletividade (12,89) para linhagem SiHa.

iNDICE DE SELETIVIDADE

Substancia Pura HaCaT SiHa CasKi C-33A
MARINOBUFAGINA 1,00 12,89 1,86 1,08
MARINOBUFOTOXINA 1,00 5,55 3,06 0,67
TELOCINOBUFAGINA 1,00 2,56 2,93 1,05

Para o calculo de indice de seletividade foram divididos os valores dos CI50 de cada
substancia para cada linhagem tumoral pelo CI50 de cada substancia para a linhagem de
gueratinoécitos de pele ndo tumorais (HaCaT). Assim, quanto maior o valor encontrado, maior

seletividade. Nossos resultados demonstraram que a substancia pura MBG apresentou o
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maior indice de seletividade frente a linhagem SiHa (HPV+), quando comparada a linhagem

CasKi e com a linhagem tumoral C-33A (HPV-) (Tabela 2).

Com base nesses resultados, a substancia MBG foi selecionada dentre as outras
substancias testadas, ndo somente pela sua melhor atividade inibitéria frente as linhagens
(SiHa e CaskKi), mas também pela sua disponibilidade para a realizacdo dos demais

experimentos.

4.3. ATIVIDADE DAS CASPASES - ENSAIO CASPASE GLO3/7

Os resultados de atividade de caspase 3/7 nas linhagens celulares tratadas com MBG

estdo demonstrados nas Figuras 14 e 15.

Figura 14. Ensaio de apoptose por quimioluminescéncia: Método de ativacdo das Caspases 3/7 no
tempo de 12 horas de tratamento com MBG. Os dados referem-se a média de trés experimentos
independentes e erro padrao (M = EP). Controle Positivo: Curcumina (100uM), Doxorrubicina (100uM);
Controle de veiculo: DMSO (0,5%). A. SiHa (CP Curcumina p=ns, CN p<0,01).; B. CasKi (CP
Curcumina p<0,001, CN p=ns); C. C-33A (CP Curcumina p<0,001, CN p=ns); D. HaCaT (CP Curcumina
p<0,001, CN p=ns). Oneway ANOVA com poés-teste de Tukey. %; * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001.
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Figura 15. Ensaio de ativacdo das Caspases 3/7. Comparacdo entre as linhagens no tempo de
tratamento de 12 horas com MBG (SiHa vs HaCaT p<0,001, SiHa vs CasKi p< 0,001, SiHa vs C-33A
p<0,001, entre as demais linhagens p=ns). Os dados referem-se a média de trés experimentos
independentes e erro padréo (M + EP). Controle Positivo: Curcumina (100uM), Doxorrubicina (100uM);
Controle de veiculo: DMSO (0,5%).2neway ANOVA com poés-teste de Bonferroni. %; * p <0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001.
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As figuras 14 e 15 representam os resultados obtidos nos experimentos da atividade
de Caspase 3/7 para as quatro linhagens avaliadas tratadas com a substancia pura MBG. Os
resultados demonstram ativagdo apenas na linhagem SiHa, quando comparado com o
controle positivo indutor de apoptose (curcumina 100uM) (p=ns), e comparadas ao controle
negativo (p<0,01) o que justifica a alta atividade da substancia frente a linhagem de céncer
cervical SiHa como apresentado nos ensaios de viabilidade celular. Os ensaios foram feitos
com 12 horas de tratamento, pois ensaios prévios demonstraram que em 6 horas ndo houve
alteracdo significativa, assim como ensaios feitos por outros membros do laboratério com
substancias naturais, que também demonstraram alteracbes apenas com 12 horas. A
linhagem Caski ndo apresentou ativacdo de caspases, mesmo quando tratada com o CI50 da
substancia (CP p<0,001), e as linhagens C-33A e HaCaT também nédo apresentaram
alteracBes significativas quando comparadas com o controle positivo (curcumina) (CP
p<0,001). Os tratamentos das linhagens C-33A e HaCaT foram feitos com CI50 pareado, ou
seja, utilizado o mesmo CI50 da CasKi, pois apresentaram CI50s maiores do que a maior

concentracao testada.
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Sousa e colaboradores (2017) publicaram que bufadienolideos como bufalina,
cinobufagina, telocinobufagina e marinobufagina apresentaram notavel potencial antitumoral
por apoptose dependente de caspases, o que corrobora com os resultados apresentados

neste estudo.

4.4, ENSAIO QUALITATIVO DE MORTE CELULAR POR FLUORESCENCIA

Os resultados qualitativos obtidos por microscopia de fluorescéncia de 10 campos
aleatérios por poc¢o, em todas as triplicatas e trés experimentos independentes estédo
demonstrados no painel representativo (Figuras 16, 17, 18 e 19). As demais imagens estéao
contidas no link do drive:
https://drive.google.com/drive/u/0/folders/IEDdmMQ3[KhHRuM6GZ5dJYOqalGlia3fC1

Figura 16. Andlise do potencial citotoxico por fluorescéncia. Linhagem SiHa tratada com CI150 de MBG.
TO= 24h de plaqueamento (células nao tratadas); T1= 24h apds tratamento; T2= células com 24h de
recuperacdo; T3= células com 48h de recuperacdo. Os dados referem-se a trés experimentos
independentes. Controle Positivo: Doxorrubicina (100uM); Controle Negativo: células ndo tratadas.

Células com fragmentacgdo nuclear (setas pretas), células com pichose nuclear (setas vermelhas).
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tratamento com CI50 apds 24 horas, apresentando células com nucleos picnoéticos, cromatina

densa e mais corada (seta vermelha) ou ndcleos fragmentados (setas pretas) em T1, o que
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difere das imagens tiradas em TO com células néo tratadas e quando comparadas ao CN, em
que observam-se células com nucleos inteiros corados em azul. No T2 (48h apds tratamento
/ 24h de recuperacao) e T3 (72h apds tratamento / 48h de recuperacao) pode-se visualizar
um aumento progressivo do nimero de células com nucleos fragmentados e/ou picnéticos
(indicado pelas setas), que ndo sédo visualizados no CN, sugerindo que mesmo apds aretirada
do tratamento (24h), as células ndo apresentaram recuperacéo. Os controles positivos foram
avaliados apenas em T1 de todos os experimentos, pois devido a alta eficdcia da
doxorrubicina, em 24 horas de tratamento todas as células apresentaram morte (coradas em
vermelho) o que fez com que as células se desprendessem dos poc¢os nos demais tempos,
dificultando a captura das imagens. Porém foi possivel comprovar que as linhagens estudadas
apresentam morte quando tratadas com doxorrubicina. Os respectivos resultados de

fluorescéncia corroboram com os resultados apresentados nos ensaios de MTT e caspase.

Figura 17. Analise do potencial citotoxico por fluorescéncia. Linhagem CasKi tratada com CI50 de
MBG. TO= 24h de plaqueamento (células ndo tratadas); T1= 24h apds tratamento; T2= células com
24h de recuperacao; T3= células com 48h de recuperacdo. Os dados referem-se a trés experimentos
independentes. Controle Positivo: Doxorrubicina (100uM); Controle Negativo: células ndo tratadas.

Células com fragmentacao nuclear (setas pretas), células com picnose nuclear (setas vermelhas).
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Os experimentos utilizando a CasKi (HPV 16 positiva) apresentaram resposta celular
quando comparados ao TO e ao CN. As células em T1 apresentaram nicleos com dimensfes
aproximadamente iguais ao CN. Em T2 e T3 é possivel observar um aumento progressivo de
células com os nucleos picnéticos e cromatina densa (seta na cor vermelha) corados em azul,
assim como células com nucleos fragmentados (seta na cor preta), 0 que sugere que as

células estdo em processo de morte e que ndo se recuperaram apos a retirada do tratamento.

De acordo com mecanismo ja elucidado, o processo de apoptose caracteriza-se pela
morte celular programada, sem que haja danos para as células adjacentes, onde pode-se
visualizar altera¢des celulares caracteristicas, como degradacdo do DNA, picnose e
fragmentagdo nuclear, formagdo dos corpos apoptoticos, que serdo posteriormente
fagocitados (KESA VARDHANA, 2020; ALBERTS, 1999). De acordo com as imagens acima,
podemos claramente verificar tais caracteristicas ap6s o tratamento com MBG, indicando que

a substancia leva a morte celular por apoptose.

No artigo publicado por Souza (2017), alguns bufodienolideos reduziram a sintese de
DNA e niveis de proteinas antiapoptoéticas, levando a ativacao de Bax e caspases, causando
aumento da expresséao do Fas - Proteina associada ao Dominio da Morte (FADD) e liberacéo
de citocromo ¢, com consequentes alteragcdes morfoldégicas como condensacédo da cromatina,
fragmentacdo nuclear, encolhimento do citoplasma, vacuolos citoplasmaticos, reducao da

viscosidade e corpos apoptéticos, tais como foram visualizados nas imagens acima.

Ja utlizando a linhagem C-33A, todos os tempos de tratamento com recuperacdo
demonstraram-se iguais ao controle negativo e ao tempo zero (TO) os quais receberam
apenas meio de cultura suplementado. A partir deste resultado qualitativo, pode-se inferir que
o tratamento ndo induziu morte celular em linhagem de cancer cervical ndo associado ao
HPV16. As células foram tratadas com CI50 pareado com o da CasKi uma vez que a maior
concentracdo testada da substancia MBG néo atingiu inibicdo de 50% das células em questéo

no ensaio de MTT.

Figura 18. Analise do potencial citotoxico por fluorescéncia. Linhagem C-33A tratada com CI50 de
MBG. TO= 24h de plaqueamento (células ndo tratadas); T1= 24h apds tratamento; T2= células com
24h de recuperacao; T3= células com 48h de recuperacdo. Os dados referem-se a trés experimentos

independentes. Controle Positivo: Doxorrubicina (100uM); Controle Negativo: células néo tratadas.
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Conforme mencionado na figura 11, a linhagem C-33A, sem HPV, apresenta um peffil
genético diferente das células HPV positivas, 0 que pode estar relacionado com o perfil de
resisténcia ao tratamento, porém sdo necessarias maiores pesquisas a respeito. Assim, com
a concentragdo utilizada neste experimento (85,80uM) ndo houve resposta das células C-33A
em até 72 horas. Em T3, é possivel observar em alguns campos aleatérios, poucas células
com nucleos picnéticos que se deve a alta confluéncia de células no dltimo dia de

experimento.

No experimento utilizando a linhagem HaCaT, a mesma concentracdo de CI50 da
Caski foi usada, tal como para a linhagem C-33A (85,80uM). Nao houve diferencas
significativas das células nos diferentes tempos. A linhagem de fibroblastos imortalizados sem
“background” genético tumoral n&o foi sensivel ao tratamento com MBG em 24 horas. Assim,
estes resultados de fluorescéncia também reafirmam os resultados anteriores, demonstrando
gue células ndo tumorais mantiveram sua viabilidade celular mesmo diante de tratamento com
MBG.
Figura 19. Andlise do potencial citotoxico por fluorescéncia. Linhagem C-33A tratada com MBG. T0=
24h de plaqueamento (células ndo tratadas); T1= 24h apos tratamento; T2= células com 24h de
recuperacdo; T3= células com 48h de recuperacdo. Os dados referem-se a trés experimentos

independentes. Controle Positivo: Doxorrubicina (100uM); Controle Negativo: células néo tratadas.
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As imagens acima sao representativas das demais imagens contidas no drive em que

0s eventos se repetem em cada tempo do experimento.

5. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a substancia selecionada MBG apresentou potencial
citotdxico para células associadas ao HPV preferencialmente, quando comparadas com a
linhagem de cancer cervical ndo associada ao virus e com a linhagem de queratindcitos nao
tumorais imortalizados, 0 que sugere que a MBG é seletivamente citotéxica em apenas 24
horas de tratamento e que as ndo houve recuperacao das células mesmo apds a retirada do
tratamento. Além disso, foi demonstrado que a morte celular ocorre por apoptose dependente
de caspases e as alteracbes morfologicas do processo apoptético foram validadas pelas

imagens de fluorescéncia.

Os resultados do trabalho sugerem que a linhagem SiHa respondeu bem ao tratamento
com a substancia pura MGB, por mecanismos ainda ndo elucidados, o que sustenta a

realizacdo de trabalhos futuros com o composto MGB.
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