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RESUMO

Buscando-se avaliar o potencial do farmaco triclosan (TCS) para sua
utilizagdo segura no processo de reversao do quadro fibrosante hepatico, novas
pesquisas a seu respeito tornam-se relevantes. O TCS é caracterizado por ser um
agente antimicrobiano utilizado em uma ampla variedade de produtos rotineiros e
por atuar como um dos inibidores do complexo enzimatico acido graxo sintase tipo |
(Fatty Acid Synthase - FASN), responsavel pela sintese do acido graxo de novo. Os
lipideos, compostos principalmente por acidos graxos, apresentam metabolismo
correlacionado com a transdiferenciagéo de células estreladas hepaticas (CEHs) do
estado quiescente (saudaveis) para o estado ativado (fibrosadas). A ativagéo celular
pode evoluir para uma inflamagao ou até mesmo para um quadro fibrosante hepatico
considerado grave e, caso nao tratada adequadamente, pode contribuir para o
estabelecimento de hepatocarcinomas, como ocorre em 90% dos casos clinicos
registrados. Estudos prévios em nosso laboratorio sugerem que o efeito do TCS
causa a transdiferenciacao das CEHs crescidas em condi¢bes ativadas, porém, seus
efeitos deletérios ainda precisam ser avaliados. Nesse contexto, o potencial
citotoxico do farmaco TCS na transdiferenciacdo de CEHs LX-2 tornou-se alvo do
estudo, sendo investigados aspectos celulares e moleculares que contribuem para o
estabelecimento de caracteristicas tumorais. Os resultados obtidos com culturas
celulares LX-2 crescidas em condi¢gbes ativadas e tratadas com TCS 50 uM,
inferiram que o farmaco nessa concentracao é possivelmente genotoxico, mas nao é
potencialmente mutagénico. Ou seja, o dano celular causado pelo farmaco pode ser
considerado reversivel. Entretanto, também foi demonstrado que o farmaco promove
a modulacdo do ambiente celular, altera as fun¢des biolégicas das proteinas, regula
negativamente a produgcdo de danos oxidativos e dano ao DNA e,
consequentemente, também regula o surgimento de mutagdes que levam ao
estabelecimento do hepatocarcinoma. Sendo assim, o TCS na concentracdo 50 uM
possivelmente promove uma agao anticarcinogénica e hepatoprotetora, colaborando
favoravelmente com a reversao do fenétipo ativado.

Palavras-chave: Hepatocarcinoma; células LX-2; Triclosan;



ABSTRACT

To evaluate the potential of the triclosan drug (TCS) for its safe use in the process of
reversion of the hepatic fibrosing, new research on becomes relevant. TCS is
characterized as being an antimicrobial agent used in a wide variety of routine
products and for acting as one of the inhibitors of the enzymatic complex Fatty Acid
Synthase (FASN), responsible for de novo fatty acid synthesis. Lipids, composed
mainly of fatty acids, have metabolism correlated with the transdifferentiation of
hepatic stellate cells (HSCs) from the quiescent state (healthy) to the activated state
(fibrosed). Cellular activation may progress to inflammation or even to a serious
fibrosing liver disease and, if not treated properly, may contribute to the
establishment of hepatocellular carcinoma, as occurs in 90% of reported clinical
cases. Previous studies in our laboratory suggest that the effect of TCS causes
transdifferentiation of HSCs grown under activated conditions, however, its
deleterious effects still need to be evaluated. In this context, the cytotoxic potential of
the TCS drug in transdifferentiation of HSCs LX-2 became the target of the study,
investigating cellular and molecular aspects that contribute to the establishment of
tumor characteristics. The results obtained with LX-2 cell cultures grown under
activated conditions and treated with 50 yM TCS, inferred that the drug at this
concentration is possibly genotoxic but not potentially mutagenic. So, the cellular
damage caused by the drug can be considered reversible. However, it has also been
shown that the drug promotes the modulation of the cellular environment, alters the
biological functions of proteins, negatively regulates the production of oxidative
damage and DNA damage, and consequently also regulates the appearance of
mutations that lead to the establishment of hepatocarcinoma. Thus, the TCS at 50
MM concentration possibly promotes an anticarcinogenic and hepatoprotective action,
collaborating favorably with the reversion of the activated phenotype.

Keywords: Hepatocellular carcinoma; LX-2 cells; Triclosan;
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1. INTRODUGAO
1.1 As doencgas hepaticas e as atuais dificuldades em seu tratamento

As doencas hepaticas crbnicas sao consideradas um grave problema
relacionado a saude publica, sendo responsaveis pela morte de mais de 1,5 milhdes
de pessoas por ano (WHO, 2012). No Brasil, estima-se que aproximadamente 10%
de toda morbidade e mortalidade esteja relacionada a doengas hepaticas alcodlicas
(BECKER et al., 2013). No geral, essas patologias podem ser desencadeadas pela
acao de diversos fatores, como alimentagdo, ingestdo excessiva de alcool e
infeccdes virais, podendo promover patologias como hepatite, cirrose, esteatoses e
até hepatocarcinoma (SHU et al., 2004; PADOIN et al., 2008).

As doencas hepaticas recebem duas classificagdes: colestaticas e
hepatocelulares. As doengas colestaticas sao caracterizadas pela diminuigado ou
auséncia do fluxo biliar e seus componentes, enquanto que as doencas
hepatocelulares sdo aquelas desencadeadas por danos causados nas células do
tecido hepatico (ANDRADE, 2005; BATTOCHIO et al, 2004; BECKER et al., 2013).
Este, por sua vez, é organizado em células parenquimatosas (hepatdcitos) e células
nao parenquimatosas (SENOO et al., 2010; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011).
Essas células trabalham de maneira sincronizada frente aos casos de injuria, de
modo a modificar seu metabolismo e desencadear o aumento da sintese dos
componentes da matriz extracelular (MEC) na tentativa de cicatrizar e reparar o
tecido hepatico lesionado, caracterizando um quadro fibrosante (Figura 01)
(ANDRADE, 2005; BECKER et al, 2013; PELLICORO et al., 2014).

Para que seja configurada a existéncia de uma doencga hepatica € necessario
que 80% a 90% do parénquima hepatico esteja modificado. Como o periodo entre o
inicio da doencga e sua detecgdo € longo, o progndstico do paciente acaba sendo
bastante desfavoravel, fazendo com que o inicio de seu tratamento ocorra apenas
quando a doencga ja esta em um estagio avangcado (BECKER et al., 2013). Além
disso, as patologias hepaticas podem ser caracterizadas de acordo com suas
diferentes intensidades. Quando ocorre a perda da arquitetura do parénquima

hepatico de maneira transitéria, essa lesdo é considerada aguda e ha a
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possibilidade de reversao do fenotipo do érgdo e das células. Entretanto, quando
essa lesdo ocorre de maneira continua (cronica) € estabelecido um quadro
inflamatério que permanecera e levara a substituicdo do parénquima hepatico por
tecido cicatricial. Tal substituicdo favorece a progressdo da patologia para os
estagios mais avancados, como a cirrose e o cancer (HERNANDEZ-GEA;
FRIEDMAN, 2011; PELLICORO et al., 2014).

Atualmente varias pesquisas tém sido desenvolvidas na busca de possiveis
curas para as patogenias hepaticas, mas, infelizmente, ainda sdo escassos os
tratamentos. Outra dificuldade ndo s6 para o paciente, como também para o avango
da medicina, € a inexisténcia de terapias anti-inflamatérias, imunossupressivas e
antivirais eficientes (FRIEDMAN, 2000; GUO et. al., 2009). Essas dificuldades
ocorrem devido as causas multifatoriais das doencgas hepaticas, o que impede a
existéncia de drogas eficientes contra suas diferentes etiologias (ANDRADE, 2005).
Com isso, fica ainda mais evidente a necessidade urgente do desenvolvimento de
tratamentos suplementares para os pacientes, considerando-se que o principal

tratamento adotado tem sido retirar o estimulo agressor.

Figura 01: Processo de transicdo hepatica de um fendtipo saudavel para um estagio de cirrose
apos sua exposicado a uma injuria cronica.

Injuria cronica
Desordem Desordem
hepatocelular coleastica

' Inflamacéao

" Deposicdo de MEC

Figado
saudavel

'Perda funcional

 Perda da arquitetura

Inicio da éirr,o_se
fibrose hepatica

Remocgao do estimulo agressor

Fonte: Adaptado de Pellicoro et al., 2014.
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1.2 A fibrose hepatica e o estabelecimento do hepatocarcinoma

O quadro clinico conhecido como fibrose hepatica € uma condigéo patoldgica
presente em todas as lesdbes e doengas relacionadas ao figado que sao
desencadeadas durante um periodo consideravel de tempo. E caracterizado como
um mecanismo reversivel de resposta as feridas por meio da cicatrizagdo, na qual
ocorre acumulo de MEC (ANDRADE, 2005; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011).

Logo apds ocorrer uma lesdo no figado, uma resposta inicial é ativada
mediada por estimulos pro-inflamatérios e pro-fibrogénicos, onde uma sinalizagao
paracrina € efetuada pelo recrutamento de células parenquimais e células
inflamatodrias, sendo estas ultimas responsaveis pela secre¢ao de citocinas (SENOO
et al., 2010; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; LEE; FRIEDMAN, 2011). Além
disso, existem muitos fatores de crescimento com importantes fungbes na
fibrogénese hepatica, tais como: fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento transformante-beta (TGF-B), fator de crescimento de
tecido conjuntivo (CTGF), entre outros, uma vez que sao responsaveis por estimular
desde a proliferacdo e migragdo, até a ativagcdo de células produtoras de MEC
(SENOO et al.,, 2010; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; LEE; FRIEDMAN,
2011), que é constituida por diferentes tipos de colageno (tipos |, Ill, IV e VI), acido
hialurénico, elastina, e glicoproteinas estruturais (HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN,
2011).

Em lesbes crénicas, o figado pode aumentar em até aproximadamente seis
vezes os componentes da MEC (BATALLER; BRENNER, 2005), o que ressalta o
alto risco do paciente em perder a funcionalidade de seu 6rgao se nao for tratado.
Dentre as células produtoras de MEC, pode-se destacar as células estreladas
hepaticas (CEHs) (SENOO et al., 2010; HERNANDEZ-GEA; FRIEDMAN, 2011; LEE;
FRIEDMAN, 2011), as quais sao as principais responsaveis pelo processo fibrosante
(SENOQO et al., 2010). Independentemente do agente etiolégico, o estagio final de
uma lesdo hepatica crénica é a fibrose hepatica, a qual pode favorecer o
aparecimento e o desenvolvimento de um hepatocarcinoma quando em niveis
elevados. Em 90% dos casos de hepatocarcinoma, o mesmo foi estabelecido devido
a inflamagéo néao resolvida ou um quadro fibrosante considerado grave no figado,

também denominado cirrose (MINICIS, 2012). Esse processo patolégico pode ser
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definido como sendo um eixo inflamacao-fibrose-cancer (Figura 02), cujos
reguladores moleculares ainda requerem maiores estudos (MINICIS, 2012;
PELLICORO et al., 2014).

De acordo com Minicis e colaboradores (2012), estudos classicos utilizando
modelos experimentais de lesdo hepatica cronica em ratos revelaram que as
citocinas e os fatores de crescimento sido criticos tanto no processo de fibrose
celular, quanto no desenvolvimento de cancer. Assim como no processo fibrético, no
estabelecimento do hepatocarcinoma também ha aumento dos niveis de TGF-3
devido a deposi¢cado de colageno e a redugdo da degradacdo proteolitica. Nesse
sentido, o fator CTGF promove o crescimento tumoral, a angiogénese, a migragao e
a invasao. O bloqueio da via de sinalizagao de TGF-f inibe a producédo de CTGF e o
crescimento de tumores. Sabendo-se disso, os fibroblastos associados ao cancro
podem ser considerados como uma possivel fonte de CTGF em resposta a sinais
paracrinos de células cancerosas, podendo originar células endoteliais e ser uma
fonte de transdiferenciacdo epitélio-mesenquimal (TEM). No figado, essa
transdiferenciacdo ocorre obrigatoriamente sob estresse ou lesdo no 6rgao (WANG
et al., 2008).

ApsOs um agente agressor ocasionar uma lesao no figado, inicia-se o processo
de estresse oxidativo nas células, sendo esse um dos mecanismos que mais
contribuem para o eixo inflamagao-fibrose-cancer (MINICIS et al., 2012). O estresse
oxidativo € comumente induzido em todas as doencgas hepaticas e desempenha um
papel crucial na fibrose hepatica, sendo um dos grandes responsaveis pelo processo
de ativacédo das CEHs (TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017) e para o estabelecimento do
cancer. Quando as células parenquimatosas sé&o danificadas por algum agente
agressor, ocorre liberagao direta de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que
contribui para o processo de degeneragao celular e ativagao das vias intracelulares
das CEHSs, induzindo assim sua ativacdo e aumento da sintese de colageno
(AOYAMA et al, 2010; TANAKA et al., 2011). Além disso, uma importante fonte de
EROs durante a fibrogénese e a carcinogénese sdo as CEHs, os fibroblastos e as
células de Kupffer, que colaboram para o processo inflamatério, transdiferenciagao
epitélio-mesenquimal e apoptose celular (SVEGLIATI-BARONI et al., 2008; MINICIS
et al., 2012).
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Figura 02: Mecanismos para o estabelecimento da fibrose hepatica e do hepatocarcinoma.
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Fonte: Adaptado de Minicis et al., 2012.

1.3 Células estreladas hepaticas (CEHs) e a linhagem celular LX-2

As CEHs foram descritas no século XIX por Kupffer (FRIEDMAN, 2008) e sao
conhecidas também como células de Ito e como células perisinusoidais
(HENDERSON; FORBES, 2008). Essas células se localizam no espacgo de Disse do
parénquima hepatico, na regidao entre os hepatdcitos e os capilares sinusoidais e
representam aproximadamente 15% do numero total de células em um figado
normal, além de um tergo do numero total de células ndo-parenquimais (FRIEDMAN,
2008).

Em figados saudaveis, as CEHs sdo encontradas em seu estado quiescente,
em que elas apresentam morfologia do corpo celular em forma de estrela, baixas
taxas de divisdo mitotica e de sintese de proteinas da matriz extracelular, e grande
acumulo de goticulas de gordura contento retindide em seu citoplasma (IREDALE,
2007). Essas goticulas de gordura sdo compostas por lipideos, principalmente
triglicerideos e ésteres de colesterol envolvidos por uma monocamada fosfolipidica.
Quando ha uma leséo no figado ocorre a transicéo do fenétipo das CEHs do estado
quiescente para o estado ativado (GRESSNER; WEISKIRCHEN; GRESSNER, 2007;
TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017), sendo este ultimo caracterizado pela perda da
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morfologia celular em forma de estrela e das goticulas de lipideos presentes no
citoplasma das CEHSs, além do aumento na sintese dos compostos da MEC, como
por exemplo, proteinas estruturais, proteinas de adesao e de colageno (IREDALE,
2007; FRIEDMAN, 2008; TSUCHIDA; FRIEDMAN, 2017).

Entretanto, essa mudancga no fenotipo das CEHs é dividida em duas fases: a
iniciacao e a perpetuacao (Figura 03). A fase de iniciagao é resultado do aumento da
expressao dos receptores membranares, o que torna as células mais propicias a
estimulagao paracrina dos hepatdcitos, lipopolissacarideos e espécies reativas de
oxigénio. Enquanto que na fase de perpetuagdo as CEH assumem o fenétipo de
miofibroblasto, passando a liberar substancias que contribuem para a permanéncia
de seu estado ativado, como citocinas e quimiocinas (GRESSNER; WEISKIRCHEN;
GRESSNER, 2007). Essa transi¢ao entre os fenotipos das CEHs acontece por meio
da acédo de estimulos pro-inflamatoérios e proé-fibrogénicos produzidos por células
inflamatorias (ANDRADE, 2005), como ja citados. Além disso, para que ocorra a
perpetuacado, remodelagdo e deposicdo de MEC nos sitios de injuria das CEHs,
estas sofrem mudangas em seu comportamento, tais como: aumento da
proliferagdo, contratilidade, quimiotaxia, fibrogénese, degradagdo da matriz,
liberacdo de citocinas e perda de vitamina A. Todavia, as CEHs sido capazes de
também desencadear diversos mecanismos correlatos como tentativa de minimizar a
fibrose, como a apoptose, a senescéncia e a reversao (FRIEDMAN, 2008;
TSUCHID; FRIEDMAN, 2017). Curiosamente, essa tentativa das CEHs minimizarem
0 quadro clinico de fibrose e reverterem seu fenoétipo foi demostrada em estudos in
vitro por Sun e colaboradores (2008), através da combinacao da terapia celular com
a terapia génica. Porém, o mesmo resultado in vivo ainda nao foi comprovado e, em
consequéncia, ainda nao ha o conhecimento de que a reversdo ocorre quando as
células sofrem apoptose ou quando revertem seu fendtipo ativado para quiescente
(OLIVEIRA, 2009).
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Figura 03: Fases de iniciagcao e perpetuagao durante a mudanga de fenétipo das CEHs.
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Fonte: Adaptado de Tsuchida; Friedman, 2017.

Visando a maior compreensado do processo de ativacdo das CEHs e do
processo fibrosante hepatico, a necessidade de utilizar um modelo de cultivo celular
tornou-se cada vez mais importante. Assim, no ano de 2005 Xu e colaboradores
desenvolveram uma linhagem celular a partir de CEHs de figado humano,
denominada LX-2. Essas células foram imortalizadas espontaneamente, por meio de
seu cultivo em baixas condigbes de soro bovino fetal (SBF), e apresentaram a
capacidade de transdiferenciagéo de seus fendtipos de quiescente a ativado e vice e
versa. O estabelecimento da linhagem celular LX-2 viabilizou estudos dos
mecanismos da fibrogénese, bem como possibilitou maior exploragdo de novos

agentes que apresentem potencial terapéutico.
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1.4 Metabolismo lipidico e o acido graxo sintase (FASN)

Estudos apontam que a transdiferenciacdo das CEHs para o fendétipo ativado
durante o processo fibrosante esta intimamente relacionada ao metabolismo de
lipideos (FRIEDMAN, 2008; LIU et al., 2010, JI et al, 2014). Em mamiferos os
principais componentes dos lipideos sdo os acidos graxos, que podem ser obtidos
por meio da alimentag&o do individuo ou pela sintese do acido graxo de novo (LIU et
al., 2010; CURRIE et al., 2013), sendo o figado um dos principais locais dessa
sintese (LIU et al.,, 2010). O acido graxo de novo é sintetizado a partir de um
complexo enzimatico denominado acido graxo sintase (Fatty Acid Synthase - FASN).
Essa sintese é regulada por fatores hormonais, nutricionais e genéticos e, caso
ocorra qualquer alteracdo em um desses processos, diversas doengas podem surgir
(LEHNINGER, 2017).

FASN & uma proteina cuja estrutura € composta por um homodimero
entrelagado em forma de “x” constituido por dois polipeptidios de 272 kDa, o que
viabiliza multiplas interagbes entre seus dominios. Além disso, apresenta sete
dominios cataliticos: B-cetoacil- PCA sintase (KS), malonil/acetil transferase (MAT),
desidrogenase (DH), enoil-PCA redutase (ER), B-cetoacil-PCA redutase (KR),
proteina carreadora de acil (ACP) e tioesterase (TE) (LIU et al., 2010; LEHNINGER,
2017). A enzima pode ser encontrada em dois subtipos: FASN tipo | e FASN tipo IlI.
A FASN tipo | esta presente nos mamiferos e se caracteriza por ser uma enzima
citosdlica codificada pelo gene FASN que, por sua vez, é responsavel por catalisar
diferentes etapas da biossintese de lipideos e armazenar energia. Outra
caracteristica € o fato desta enzima possuir sete dominios funcionais conectados
entre si. A FASN tipo Il, por sua vez, esta presente em plantas e bactérias e,
diferentemente da FASN tipo |, apresenta sete dominios funcionais independente
entre si, formando assim um sistema multicatalitico (CHENG; WANG; CHEN, 2014;
LEHNINGER, 2017).

A enzima FASN tipo | também é responsavel por catalisar a sintese do acido
graxo de novo, em que os substratos sdo transmitidos a partir de um dominio
catalitico para o seguinte, formando uma cadeia de 16 carbonos de acido graxo
saturado (CHENG; WANG; CHEN, 2014; LIU et al., 2010; LEHNINGER, 2017). Além

disso, evidéncias apontam que a sintese de acido graxo de novo e a FASN tipo |
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esta relacionada aos processos carcinogénicos e a sua inibicdo pode resultar em
apoptose celular em decorréncia do ambiente citotoxico criado pelo acumulo do
substrato malonil-CoA (JIANG et al., 2014).

Amplas pesquisas em tecido tumoral humano tém sido feitas para se
compreender melhor a regulagdo da expressdo da FASN tipo | e suas fungdes
desempenhadas. Tais pesquisas indicam a FASN tipo | como sendo uma proteina
mediadora de processos biologicos. Entretanto, maiores estudos sobre essa
proteina deverao ser feitos, pois pouco se conhece a seu respeito (JIANG et al.,
2014), principalmente em relagdo aos seus mecanismos moleculares nas doengas

hepaticas.

1.5 O farmaco Triclosan

A analise de inibidores da proteina FASN é de grande importancia para a
melhor compreensdo da atividade dessa proteina, bem como seu efeito no
metabolismo celular. Dentre os diversos inibidores da FASN destaca-se o Triclosan
(SADOWSKI et al., 2014), o qual se mostrou pertinente para o inicio das pesquisas a
respeito da transdiferenciacao epitélio-mesenquimal das CEHs LX-2. Essa escolha
do Triclosan foi realizada com objetivo de se investigar sua potencialidade em
compor terapias alternativas para as doencas hepaticas, uma vez que ainda nao

possuem tratamentos eficazes disponiveis.

O Triclosan [5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxiacético) fenol — TCS, C12H7CI302] foi
originalmente desenvolvido pela empresa Ciba-Geigy no ano de 1972. E
considerado um agente antimicrobiano, pois realiza a difusdo pela parede celular
bacteriana, acarretando perturbagcdes na membrana, no RNA, e na sintese proteica
(JONES et al., 2000). Devido a essa agao antimicrobiana, o farmaco é utilizado em
uma ampla gama de produtos, como por exemplo, plasticos, cosméticos, produtos
de limpeza, de higiene pessoal, de consumo em geral e até mesmo produtos téxteis.
Como o TCS esta presente nessa grande variedade de produtos, a populagao
mundial é diariamente exposta a ele (JONES et al., 2000; YUEH et al., 2014).

Nos Estados Unidos o TCS esta classificado entre os sete compostos mais

frequentemente detectados nos corregos e, mundialmente, aproximadamente 1500
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toneladas continuam a ser produzidas por ano (YUEH et al., 2014). Tais estatisticas
levaram a necessidade de maiores estudos sobre a toxicidade do farmaco, pois sua
utilizagdo é cada vez mais ampla e sua consequente acumulagdo no corpo humano
caracteriza-se por ser um problema sério, principalmente para as populagdes de
paises industrializados (TEPLOVA et al., 2017; ZHANG et al., 2017). No Brasil, no
ano de 2016, o Ministério Publico Federal publicou uma agao civil publica solicitando
a proibicao do uso do TCS no pais. Tal proibigdo, sob responsabilidade da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), teria como intuito impedir a fabricagao,
distribuicdo, comercializagao e exportacdo de qualquer produto que utilize TCS em
sua férmula dentro do territorio brasileiro. Entretanto, atualmente essa ag¢do ainda

permanece em estudo pela Anvisa e o farmaco segue legalizado (MPF, 2016).

1.6 A toxicidade do farmaco Triclosan e o hepatocarcinoma

Pesquisas recentes realizadas por Zhang e colaboradores (2017) relataram
que o contato do farmaco com os seres humanos pode ocorrer por meios diretos
através de produtos domeésticos, exposi¢cao a agua, exposi¢ao ao solo, ingestédo de
outros organismos que contenham o TCS, etc. Com isso, tem sido demonstrada a
associagao desse farmaco com varias patologias e disturbios, dentre elas destaca-
se a obesidade, a disfuncio da tireoide e a alteragcdo das células mamarias. Além
disso, foi detectada também a presenga do farmaco no leite humano, no plasma
sanguineo e na urina. Ainda, um estudo realizado por Paul e colaboradores (2010)
descreveu que ratas prenhas expostas ao TCS geram filhotes prematuros e
portadores de hipotiroxinemia, acarretando défices no neurodesenvolvimento e
aumento da morbimortalidade. Em Axelstad e colaboradores (2013), o estudo com
ratos também demonstrou que a exposi¢cao ao TCS ocasiona a reducéo dos niveis
de tiroxina em ratas prenhas, bem como em ratas em fase de lactacdo e em seus
descendentes. No entanto, ainda nao sao bem elucidados os mecanismos

subjacentes responsaveis por tais doengas e patologias observadas.

Em relacdo ao nematddeo C. elegans, um estudo realizado por Zhang e
colaboradores (2017), concluiu que o TCS claramente induziu toxicidade nesses
animais, uma vez que foi constatado que os mesmos apresentaram uma

significativa alteragdo em seu comportamento locomotor, bem como em sua
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capacidade reprodutiva quando expostos ao farmaco. Além disso, foi observado
que a exposicao pré-natal ao farmaco em diferentes concentragbes provocou a
desregulacado de diversos genes responsaveis por fungdes criticas no organismo,
como regulagédo da proliferagdo celular, meiose e morfogénese, o que explica a
consequente redugédo do numero de ninhadas e do tempo de geragédo da progénie

do animal em estudo.

Em humanos, foi demonstrado em diversos estudos que o TCS prejudica o
acoplamento excitagdo-contracao nos musculos esqueléticos e cardiacos (AHN et
al., 2008; CHEREDNICHENKO et al., 2012; FRITSCH et al., 2013), atua fortemente
como um disruptor enddcrino, devido a sua semelhanga estrutural com alguns
horménios (SCHUG et al., 2011); interfere na produgdo e agdao do hormdnio da
tireoide (PAUL et al.,, 2012); produz alteracbes da secrecdo de estradiol e
progesterona durante a gravidez (HONKISZ et al., 2012); e age como promotor de
tumores em células de cancer de mama e de prostata, devido a sua grande

semelhancga aos horménios estrégeno e androgénio (KIM et al., 2015).

Segundo Teplova e colaboradores (2017), além desses efeitos negativos, o
TCS também tem a potencialidade de induzir a morte apoptética em células
gengivais de ratos, suprimir o crescimento de células do sistema imune inato
humano, de modo a promover alteragdes no sistema de defesa contra disturbios
imunoldégicos como a asma, as alergias e até mesmo o cancer. Com isso, é
possivel observar que o farmaco produz todos esses efeitos prejudiciais por
interferir em processos bioquimicos basicos nas células dos organismos. Outras
pesquisas recentes realizadas pelo grupo de Teplova e colaboradores (2017)
revelaram que a exposicdo humana a baixas concentragdes micromolares de TCS
causa a disfuncao mitocondrial, o que acarreta na perda de motilidade de
espermatozoides, morte necrotica de células pancreaticas produtoras de insulina,
acidose metabdlica em outras células somaticas, interrupcao de producédo de ATP
em varios tipos de células humanas e diminuigdo do potencial de membrana das

mitocéndrias de células de hepatocarcinoma humano (HepG2).

Estudos correlatos a investigagdo dos eventos moleculares e bioquimicos
sobre a fibrose hepatica mediada pelo TCS foram realizados por Yueh e

colaboradores (2014), onde foi observado que, a longo prazo, em ratos tratados
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com TCS ocorre a proliferacdo de hepatdcitos, estresse oxidativo e finamente o
estabelecimento da fibrose hepatica. Além disso, as analises prévias realizadas em
nosso laboratério sugeriram que o TCS possa ser potencialmente hepatotoxico,
devido sua acdo negativa em CEH crescidas em condi¢cbes ativadas (fibrosadas)
(MIRANDA, 2016).

Atualmente, a busca por terapias alternativas na reversdo de doencas
hepaticas torna necessaria a analise dos efeitos de alguns farmacos conhecidos.
Porém, para que o TCS possa também ser utilizado de maneira segura, é
necessario que sua atuagao nas células do tecido hepatico seja melhor avaliada.
Assim, € possivel investigar a correlacdo dos possiveis efeitos deletérios do

farmaco com a transdiferenciagéo tumoral.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial citotéxico do farmaco Triclosan (TCS) na
transdiferenciacdo de células estreladas hepaticas LX-2, investigando aspectos
celulares e moleculares que potencialmente contribuem para o estabelecimento de

caracteristicas tumorais.

2.2 Objetivos Especificos

1. Analisar a proliferagdo da linhagem celular LX-2 tratada e nao tratada com o

farmaco Triclosan, por meio de ensaios de MTT;

2. Analisar o potencial genotdéxico e mutagénico do farmaco em ensaios

celulares do cometa e pela quantificagao do aparecimento de micronucleos;

3. Avaliar a modulagdo da expressao de genes correlatos aos processos de
transdiferenciacao epitélio-mesenquimal, estresse oxidativo, metabolismo de

xenobidticos e danos no DNA.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Preparo da solugdao TCS

A solugdo estoque de TCS foi preparada na concentragdo de 10 mM,
adicionando-se 0.028954g de TCS e completando até 10 ml de Dimetilsulféxido
(DMSO). A partir deste primeiro estoque foram realizadas as respectivas diluigcbes

necessarias para a experimentagao bioldgica.

3.2 Cultura de Células

Células da linhagem LX-2, estabelecidas por XU et al. (2005), foram crescidas
em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM — Thermo Fisher Scientific)
contendo diferentes concentra¢des de soro bovino fetal (SBF) a 37 °C em atmosfera
contendo 5% de COa2. As células cultivadas na presenca de 2% de SBF foram
consideradas como controle experimental por apresentarem caracteristicas
quiescentes. As células cultivadas na presenca de 10% de SBF, por sua vez,
apresentam caracteristicas ativadas. Quando necessario, as células LX-2 ativadas
foram cultivadas na presenga do farmaco TCS nas concentragdes de 10 uM ou 50
MM ou na presencga dos seus respectivos eluentes (DMSO 0,5% v/v e DMSO 1% v/v)
(MIRANDA, 2016). As concentragdes de DMSO equivalentes a 70,4 mM (0,5% v/v) e
140,8 mM (1% v/v) foram utilizadas por corresponderem ao montante usado na
eluicdo do TCS testado nas culturas. Além disso, as analises comparativas entre as
culturas foram sempre processadas para se avaliar o real efeito da droga nas
culturas ativadas. Para a realizacdo dos ensaios celulares, as linhagens foram
cultivadas regularmente em garrafas de 25 ou 75 cm?, removidas por tripsinizagéo e

contadas em camara de Neubauer.

3.3 Teste de Viabilidade Celular

O classico ensaio de MTT foi realizado adaptando-se a metodologia descrita
por MONSMAN (1983). Para isso, células LX-2 crescidas em 10% de SBF foram
cultivadas e incubadas com diferentes concentracbes de DMSO ou TCS para se

avaliar a viabilidade celular apds essa incubagao com as drogas. Ambos 0s ensaios
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foram realizados em microplacas de 96 pogos contendo 8 x 102 células em 100 ul de
meio de cultura (DMEM), sendo as células cultivadas até atingirem a confluéncia
igual a 80%. Em seguida, diferentes concentracdes do solvente DMSO foram
adicionadas nas culturas para se avaliar o potencial citotoxico e a viabilidade do
eluente (0,2%, 0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 7%, 10% e 40% v/v). Em relagdo ao
TCS, diferentes concentragcbes também foram escolhidas para os ensaios, tendo-se
como base o descrito na literatura (GUO et al., 2012), sendo as concentragdes de
TCS utilizadas nos ensaios subsequentes iguais a 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 1; 5; 10; 50;
100 e 200 uM. Em ambos os testes, foi acrescentado ao meio de cultura DMEM o
DMSO ou TCS, sendo os procedimentos metodoldgicos realizados nos testes de
viabilidade celular semelhantes para as duas drogas. As diferentes drogas
adicionadas as culturas celulares foram entédo incubadas em estufa a 37 °C em 5%
de CO:2 durante 24 horas. Posteriormente, em cada poco da microplaca foi
adicionado meio de cultura contendo 0,5 mg/ ml de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]2,5-difeniltetrazélio), seguido de nova incubagao das culturas a 37 °C em
5% de CO2 por 4 horas. Durante esse periodo ocorreu a agdo da enzima
desidrogenase succinia, que reduz os sais amarelos de tetrazélio MTT em sais azuis
arroxeados de formazan por meio da atividade mitocondrial celular. Apds essa
reacgao, os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pyl de DMSO e a placa
incubada durante 12h. Os resultados foram avaliados através do leitor de
absorbancia Spectra Count no comprimento de onda de 570 nm. O controle
experimental foi o grupo de células LX-2 cultivadas em 10% de SBF e n&o tratadas
com o farmaco e/ou com o eluente. Nesse grupo experimental a viabilidade celular
foi considerada 100%. Para os tratamentos com DMSO ou TCS em diferentes
concentracdes, a viabilidade celular foi calculada a partir do valor do comprimento de

onda do grupo controle.

3.4 Ensaios de Toxicicidade
3.4.1 Ensaio do cometa

Para a realizagdo do ensaio do cometa foram utilizadas 5 x 10° células por
condicdo de cultura, as quais foram contadas por meio da camara de Neubauer.

Apods a contagem, as células foram adicionadas em detergente para a lise de suas
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membranas e suas proteinas nucleares foram extraidas por meio de altas
concentracbes de sais. Apds a lise das membranas celulares, foi possivel
confeccionar as laminas através da mistura de 20 pyL de suspensao celular com 120
ML de agarose LMP. Posteriormente, este volume (140 pL) foi pingado sobre as
laminas previamente identificadas e pré-gelatinizadas com agarose e foi submetido a
uma corrida de eletroforese a 40 V, 300 mA por 20 minutos, seguido de
neutralizagdo com solugdo de neutralizagdo 3 vezes por 5 minutos, secagem e
fixacdo em etanol P.A. por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram novamente
secadas e coradas com GelRed Nucleic Acid Gel Stain/Biotium para serem
imediatamente analisadas em microscopio de fluorescéncia com filtro de excitacao
de 51-560 nm e filtro de barreira de 590 nm. Os tratamentos foram realizados em
triplicatas, sendo analisados 100 nucledides por lamina, totalizando 300 nucledides

por tratamento com o farmaco em estudo.

3.4.2 Teste do Micronucleo (MN)

Para investigar o efeito do TCS na formacado de MNs nas células LX-2 e seu
consequente potencial mutagénico, foram realizadas analises utilizando-se
microscopia de fluorescéncia, onde foram adotados os mesmos procedimentos
descritos anteriormente no item 3.1. Para tais analises, 5 x 10° células foram
crescidas sobre laminulas circulares, de 13 mm de diametro, em placas de 24 pogos
e estas foram utilizadas em cada condicdo experimental. Os tratamentos foram
realizados em triplicatas e as células foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% de
CO2 por 24 horas. Posteriormente, as células foram fixadas em solucdo de
paraformaldeido a 3.8% por um intervalo de 5 minutos a 37 °C e, em seguida,
coradas com uma solugéo de 4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) a
3,33 ng/ mL por 3 minutos, seguido de extensa lavagem com PBS 0.5 X (1 x PBS =
0,13 M de NaCl, 2,69 mM de KClI, 2,09 mM de Na2HPO4.12H20, 1,46 mM de KH2PO4
e 1000 mL de H20 destilada). As laminulas foram entdo montadas em laminas
apropriadas na presenca de solugdo de N-propil galato e analisadas com o auxilio
de um microscopio de fase modelo BX51 OLYMPUS acoplado a um sistema

fotografico.
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3.5 Analises de Expressao de Genes
3.5.1 Extracao de RNA

Para realizar a analise da expressdo génica, foram coletados extratos das
células LX-2 estudadas para se extrair o RNA mensageiro (mMRNA). Para isso, as
células LX-2, tratadas ou ndo com o farmaco e seus respectivos solventes, foram
coletadas por meio do processo de tripsinizagdo apos atingirem 90% de confluéncia.
Em seguida, essas células foram lavadas com PBS 1 X e armazenadas em freezer -
80 °C.

Posteriormente, para a extracdo do mRNA, os extratos celulares foram
ressuspendidos em 500 yl de TRIZOL® Reagent (Thermo Fisher Scientific Inc.) e
incubados em temperatura ambiente por 5 minutos, de acordo com as
recomendagdes do fornecedor. Em seguida, para cada 1,0 mL de TRIZOL® foram
adicionados 0,2 mL de cloroférmio seguido de agitagao intensa do microtubo por 15
segundos e 2 minutos de incubacdo a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante transferido
para um novo microtubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados 0,5 mL de alcool
isopropilico (100%) para cada 1,0 mL de TRIZOL®, e posterior incubagdo a
temperatura ambiente por 10 minutos. Apds essa incubacao, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado de mRNA lavado com 1,0 mL de etanol 75% para cada 1,0 mL de
TRIZOL®. Em seguida, os microtubos foram invertidos 5 vezes e centrifugados a
8000 rpm por 5 minutos a 4°C. Por fim, o sobrenadante foi descartado e os
microtubos contendo o RNA de interesse foram colocados em um fluxo laminar
durante 5 minutos, para que ocorresse a secagem do precipitado, o qual foi
ressuspendido em 32,0 uL de agua livre de RNAse. Por ultimo, foi averiguada a
qualidade e quantidade do material extraido em aparelho espectrofotbmetro
NanoVueTM Plus (GE Healthcare), considerando-se a razdo A260/A280 e
A260/A230. Para as reacbes de transcricao reversa foram utilizados 200 ng do
mRNA extraido.
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3.5.2 Transcri¢cao Reversa

Para a transcricao reversa, ou seja, sintetizacdo do DNA complementar
(cDNA), foram utilizados 200 ng de RNA, enzima transcriptase reversa do virus de
mioblastoma aviaria (AMV Reverse Transcriptase) e reagentes contidos no produto
comercial High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific),
seguindo as recomendagdes do fornecedor. Reagdes independentes de transcri¢ao
reversa foram processadas com os RNAs extraidos e previamente descritos no item
3.5.1. As reagdes foram processadas por meio do termociclador Mastercycler® ep
(Eppendorf) e os ciclos de temperatura seguiram a recomendacgéo do fornecedor: 25
°C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos e 85 °C por 5 minutos para que ocorresse

a inativagao enzimatica.

O cDNA foi entao diluido na proporgédo 1:10 e estocado a -20 °C até sua
utilizacdo como molde em reagdes de polimerizagdo em cadeia (PCR) semi-
quantitativa (RT-PCR) e/ou quantitativa em tempo real (qQPCR), enquanto que o

excedente da amostra de RNA total extraido foi armazenado a -80 °C.

3.5.3 Reacgoes de Polimerizagcao em Cadeia

Para se avaliar o padrao transcricional de genes, reagdes de RT-PCRs e/ou
gPCRs foram realizadas utilizando oligonucleotideos dos genes alvo, previamente
desenhados por meio do programa computacional Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Os genes
avaliados sao correlatos ao processo de transdiferenciacdo epitélio-mesenquimal
(ECAD, NCAD, ZEB1, ZEB2, SNAIL, VIM e CS), ao estresse oxidativo (SOD1, CAT,
GPx1 e GSR), ao metabolismo de xenobidticos (CYP71A1) e aos danos no DNA
(ERCC1 e APEXT1). Tais genes selecionados foram utilizados para diferentes grupos
celulares investigados. Como normalizador foi utilizada a expressao transcricional do

gene B-actina.

Nas reagdes de PCR semiquantitativa foram utilizados os oligonucleotideos
listados na tabela 01. As reagdes foram processadas utilizando tampao de reacgao
PCR, 0,4 mM de oligonucleotideos direto e reverso especificos para o gene em

estudo, 0,2 mM de desoxirribonucleotideos (ANTP), 1,5 mM de MgClz, enzima Taq
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DNA polimerase (0,025 U/ pl) e 2,0 pl de cDNA (diluido na proporcao de 1:10 a partir
dos mRNAs transcritos), totalizando um volume final de 15,0 ul. As reagbes foram
processadas em termociclador Mastercycler® ep (Eppendorf), onde foram realizados
33 ciclos de amplificagdo, os quais equivaleram a uma desnaturagao (95 °C por 1
minuto), um anelamento (seguindo a temperatura especifica de anelamento dos
oligonucleotideos por 1 minuto), e extensdo (72 °C por 3 minutos). Apos concluido
os ciclos, as amostras amplificadas foram submetidas a uma eletroforese em gel de
agarose 0,9% corada com GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). O resultado foi
entéo fotografado por meio do equipamento MiniBIS Pro (DNR Biolmaging System)
e quantificado com o software Image-J (programa de dominio publico desenvolvido
pelo National Institute of Health, USA). Como referencial, foi utilizado o valor das
analises realizadas com as células LX-2 2%, ou seja, células quiescentes crescidas

em 2% de SBF e isentas de qualquer tipo de tratamento farmacoldégico.

Tabela 01. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagbes de PCR
semiquantitativa e suas respectivas temperaturas de anelamento (Tm).

Sequéncia (5’-3’) Tm
Gene Direto Reverso (°C)
I: GATCATGTTTGAGACCTTCAACAC | CTCCTTAATGTCACGCAC 55
actina

NCAD | CACAGATTCGGGTAATCCTC | CTTCTCCTCCACCTTCTTCA | 47

VIV | GCTCAGATTCAGGAACAGCA | TTCCAGGGACTCATTGGTTC | 49

Além das reacdes de PCR convencional, reacbes de PCR quantitativo em
tempo real (QPCR) foram realizadas. Para isso, oligonucleotideos (Tabela 02) e
reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®— Thermo Fisher
Scientific) foram utilizados. As reagdes foram processadas em placas de 96 pocos,
vedadas com selo éptico (Applied Biosystems®Micro Amp Optical Adhesive Film -
Thermo Fisher Scientific). As reagdes de qPCR foram processadas utilizando-se 1
ML de cDNA (na diluigdo 1:10 dos RNAs transcritos), 1,5 pyL de oligonucleotideos
especificos e 2,5 uyL de SYBR® Green PCR Master Mix, totalizando um volume final
igual a 5 pL. Em seguida, as reagdes foram submetidas ao aparelho Applied

Biosystems® 7500 Real-Time PCR utilizando-se o modo de analise baseado no Ct
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(ACt) para uma comparacédo de quantificagdo relativa, sendo a B-actina utilizada

como gene normalizador.

Tabela 02: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagbes de qPCR.

Sequéncia (5’-3’)
Gene Direto Reverso
B-actina | GATCATGTTTGAGACCTTCAACAC | CTCCTTAATGTCACGCAC
ECAD GATCACAGTCACTGACACCA GTGACGAATGTGGTACCTTT
ZEB1 | GATGATGAATGCGAGTCAGATGC | CTGGTCCTCTTCAGGTGCC
ZEB2 AATGGACTGCAAGGCTGAAG CGACAGGCGGAATATTAGGA
SNAIL CCTCCCTGTCAGATGAGGAC GCCTCCAAGGAAGAGACTGA
SOD1 AGGGCATCATCAATTTCGAG GTGAGGACCTGCACTGGTAC
CAT CGTGCTGAATGAGGAACAGA AGTCAGGGTGGACCTCAGTG
GPx1 TTGACATCGAGCCTGACATC ACTGGGATCAACAGGACCAG
GSR ATCCATATGCAGGGACTTGG GTAGGGTGAATGGCGACTGT
CYP1A1 TTCCCTGATCCTTGTGATCC GGAGATTGGAAAAGCATGA
ERCC1 CTACAGCCAGTGCATCTCCA CTCCTGAAACAAGGCACCTC
APEX1 ATATTGCTTCGGTGGGTGAC GCTCTGTCCTGAGCTATCC

3.6 Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente por meio do programa
computacional GraphPad, verséo 5.0 (Prism Inc.) utilizando calculos de variancia
simples (ANOVA One- Way), seguidos pelo teste de Dunnet e pelo teste de Tukey.

Para significancia estatistica, foi adotado o valor de p<0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Cultura de células e ensaios de viabilidade celular

Para se avaliar o potencial citotoxico de dez concentragdes diferentes do
solvente DMSO em células LX-2 ativadas, o classico ensaio de MTT foi realizado
(MONSMAN, 1983). Inicialmente, a citotoxicidade do solvente DMSO foi
analisada. Para isso, as culturas celulares foram crescidas e incubadas com
DMSO nas condi¢des descritas no item 3.2 por 24 horas. Os resultados obtidos
demonstraram que, em comparagdo com a cultura celular sem adicdo de DMSO
(controle experimental do ensaio), a concentracédo de 40% v/v de DMSO limitou
em 50% a viabilidade celular, enquanto que as demais concentragbes
investigadas apresentaram uma boa porcentagem de células vivas (acima de
70%), assegurando assim a viabilidade do experimento realizado com o TCS
(Figura 04 A). A partir dos resultados obtidos, as concentragdes de 0,5% v/v (70,4
mM) e 1% v/v (140,8 mM) de DMSO foram selecionadas considerando-se a

concentracéo de TCS a ser utilizada nos ensaios subsequentes (Figura 04 B).

Figura 04: Ensaio de MTT. Células LX-2 crescidas em 10% de SBF foram tratadas com
DMSO ou ndo (controle) em diferentes concentragdes, durante um intervalo de 24 horas.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste One-Way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Dunnet, com significancia estatistica p<0.05. A: Grupo controle e as dez
concentragdes de DMSO investigadas. B: Grupo controle e as duas concentragdes
escolhidas para serem utilizadas nos ensaios subsequentes.
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Apos as padronizagdes iniciais, ensaios de viabilidade celular foram
realizados utilizando-se diferentes concentragdes do farmaco TCS, variando de 0,1
MM a 200 pM. O ensaio foi realizado seguindo a metodologia descrita no item 3.3.

Apods a incubagdo com o farmaco durante um intervalo de 24 horas, foi adicionado
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meio de cultura contendo MTT, seguindo-se de nova incubagao durante um novo
intervalo de 4 horas. Nos ensaios foram produzidos cristais de formazan (Figura 05
A), os quais indicaram a atividade mitocondrial celular e de maneira indireta
demonstraram o numero de células vivas, o que viabiliza a mensuracdo da
viabilidade e proliferacédo celular. Quando esses cristais sao dissolvidos em DMSO
sua coloracdo torna-se purpura, indicando a viabilidade celular dos tratamentos
(Figura 05 B).

Figura 05: Viabilidade das células LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas com TCS ou
néo (controle) em diferentes concentragdes durante 24 horas. A: Cristais de formazan
produzidos em células tratadas com TCS 50 uM apds 4 horas de incubagdo em solugao
contendo 0,5 mg/ mL de MTT. B: Dissolugao dos cristais de formazan em microplacas de
96 pocgos, tornando a coloragdo dos tratamentos purpura. Os cristais de formazan
indicam a viabilidade celular em todos os tratamentos.

A

Utilizando-se o leitor de absorbancia Spectra Count os resultados obtidos nos
ensaios foram mensurados e demonstraram que ndo houve alteragao significativa na
viabilidade das células LX-2 ativadas em nenhuma das doze concentragdes de TCS
investigadas, em comparagdo as células nédo tratadas com o farmaco (grupo
controle) (Figura 06 A). Porém, no intervalo de 24 horas, as concentrages de TCS
10 yM e TCS 50 pM apresentaram um inicio de variagado morfolégica em relagao ao
grupo controle (dados ndo mostrados), sem afetar a viabilidade celular (Figura 06 B).
Assim, as concentracdes de TCS 10 uM e TCS 50 uM foram escolhidas para serem
utilizadas nos ensaios subsequentes, sendo as concentracbes de DMSO

equivalentes iguais a 0,5% e 1,0%, respectivamente.

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas e as analises foram feitas
utilizando-se One-Way ANOVA seguido pelo pés-teste de Dunnet, com significancia

estatistica p<0.05.
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Figura 06: Ensaio de MTT. Células LX-2 cultivadas em 10% de SBF foram tratadas com
TCS ou nao (controle) em diferentes concentragbes por um intervalo de 24 horas e a
citotoxicidade foi avaliada. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste
One-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Dunnet, tomando-se como significancia
estatistica p<0.05. A: Grupo controle e as doze concentracbes de TCS selecionadas a
partir da literatura. B: Grupo controle e as duas concentragdes com inicio de variagao
morfoldgica celular (dados ndo mostrados).
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4.2 Ensaios de Toxicidade
4.2.1 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa, também conhecido como eletroforese alcalina em gel de
célula unica (Single-Cell Gel), foi realizado com objetivo de se investigar o potencial
genotoxico do farmaco Triclosan nas células LX-2 cultivadas em diferentes
condi¢cbes. Por meio do ensaio foi possivel analisar a presenca ou ndo de lesdes
gendmicas nas células, sendo tais lesdes passiveis de corregao e responsaveis por
ocasionarem mutagdes apds serem processadas (GALUCIO, 2014). A técnica
resultou no DNA ocupando todo o espacgo das células no gel, gerando uma estrutura
que se assemelha ao nucleo, sendo denominada nucledide. O nucledide consiste
em alcas superenoveladas de DNA aderidas a matriz nuclear residual. A leséo
gendmica causada na célula se caracteriza pela quebra dessas moléculas de DNA,
0 que ocasiona o desenovelamento das algas. Com isso, ocorre a formagao de um
halo, o que indica a ocorréncia de mudangas no nucledide das células em estudo
(COLLINS et al. 2008; GALUCIO, 2014).
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Durante o ensaio, apos a lise das membranas celulares e exposicdo do DNA
a indugao eletroforética, ocorreu o aumento na migracdo de DNA cromossomal do
nucledide em diregdo ao polo negativo (dnodo). Essa migragcédo fez com que o DNA
adquirisse um formato de cometa, uma vez que foi possivel observar a presenca de
uma regido nuclear que se assemelha a uma cabeca, seguida de uma cauda (Figura
07 A) (BRIANEZI et al. 2009). A avaliacdo dos cometas gerados foi realizada através
da medicdo do comprimento da cabega e da cauda por meio de microfotografia.
Assim, por meio de analises visuais cinco tipos de cometas foram classificados, os
quais variam em uma escala de 0 a 4 (Figura 07 B). A escala 0 (zero) representa
células sem dano evidente, em que os cometas nao apresentam cauda ou sao
pouco detectaveis, enquanto que as escalas de 1 a 4 representam um aumento
significativo no comprimento das caudas (COLLINS et al. 2008). Somando-se os
valores de 0 a 4 dos 300 nuledides analisados em cada lamina de cada tratamento
com o farmaco em estudo, foi possivel obter um resultado individual.
Figura 07: Ensaio do cometa. A: Representacdo do cometa e suas subdivisbes em cabeca e

cauda. B: Classificacbes dos cometas de acordo com intensidade de fluorescéncia na cauda.
Classe 0 indica auséncia de danos, enquanto que a classe 4 indica dano maximo.

A B

Classe 0

Cabega Cauda

Fonte: GALUCIO, 2014.

Apds as analises das laminas preparadas no ensaio do cometa (através de
microscopio de fluorescéncia com filtro de excitagao de 51-560 nm e filtro de barreira
de 590 nm), observou-se que o indice de dano ocasionado nas células esta

By

relacionado a concentracdo do farmaco TCS utilizado. Os resultados obtidos
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apontam que células LX-2 ativadas tratadas com TCS 10 uyM ndo apresentaram
taxas de genotoxicidade significativas, enquanto que LX-2 ativadas tratadas com
TCS 50 uM apresentaram um ligeiro aumento no dano (Figura 08 A). Em relacao as
demais condicbes em estudo (LX-2 ativadas, LX-2 ativadas tratadas com DMSO
0,5% e LX-2 ativadas tratadas com DMSO 1%), todas apresentaram lesbdes
genbmicas proximas a zero em relagdo ao comprimento da cabega do cometa
(Figura 08 B — Tail Moment), e proximo a 1 em relagdo ao tamanho da cauda (Figura
08 C — Tail Lenght). Além disso, nota-se também que todos esses demais
tratamentos apresentaram resultados semelhantes ao grupo controle, o que indica
que nao esta ocorrendo genotoxicidade celular significativa, sendo que o mesmo
também ocorre com as células cultivas com a menor concentragao de TCS (10 uM).
Por outro lado, os resultados obtidos pelo ensaio do cometa mostraram que o dano
no DNA das células tratadas com TCS 50 uM foi o dobro em comparag¢ao as demais
condi¢cbes em estudo, tornando os comprimentos da cabeca e da cauda do cometa
maiores.

Figura 08: Ensaio do cometa em cultura celular LX-2 cultivadas em 2% de SBF, LX-2 cultivadas
em 10% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% e 1% v/v)
e TCS (10 uyM e 50 uM). A: Imagens de microscopia de fluorescéncia (filtro de excitagao de 51-
560 nm e filtro de barreira de 590 nm) dos cometas formados. Os tratamentos foram realizados
em ftriplicatas e as células foram coradas com GelRed. B e C: Quantificagdo do comprimento da
cabega (Tail Moment — B) e da cauda do cometa (Tail Length — C) para mensuragao das lesdes
gendmicas de células LX-2 cultivadas em 2% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF sem ou

com adigédo de DMSO (0,5% e 1% v/v) e TCS (10 uM e 50 pM). As analises foram realizadas
utilizando-se o programa GraphPad versao 5.
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Conjuntamente, a partir dos resultados obtidos pelo ensaio do cometa e os
resultados do ensaio de viabilidade celular (MTT), infere-se que o inicio das
variagbes morfolégicas apresentadas no MTT em células tratadas com TCS 50 uM
(dados ndo mostrados) ndo afetaram a viabilidade celular, porém, possam ser um
indicativo de toxicidade celular do farmaco. A possivel genotoxicidade do TCS em
maior concentracdo (50 pM) pode estar relacionada, segundo Bolton e
colaboradores (2000), a producédo de espécies reativas de oxigénio, os quais sao
responsaveis por ocasionar estresse oxidativo grave no interior das ceélulas, devido
as alteragbes nas macromoléculas celulares (lipideos, proteinas e DNA). Sendo
assim, analises da expressao de genes correlatos ao metabolismo celular também

foram realizados para se compreender melhor o potencial genotéxico do TCS.

Além dessas analises, o teste do micronucleo também foi realizado para se
investigar o potencial mutagénico gerado pelas lesdes gendmicas ocasionadas pelo
tratamento celular com TCS 50 pM. Os resultados obtidos por esses ensaios sao

discutidos a sequir.

4.2.2 Teste do Microntcleo

O teste do micronucleo € um ensaio citogenético que identifica danos
presentes em cromossomos € visualiza a presenca ou auséncia de micronucleos
(MNs) formados. Os MNs sao definidos como massas nucleares pequenas
delimitadas por membrana e separadas do nucleo principal, sendo formandos a
partir de fragmentos cromossOmicos acéntricos ou inteiros que n&o foram
incluidos no nucleo principal apés o ciclo de divisdo celular (Figura 09). Por conta
dessas caracteristicas, o teste do MN &€ comumente utilizado para o rastreio de
produtos quimicos com potencial genotoxico (FENECH, 2000; FLORES, 2008;
SANTOS; NARDIN, 2014), como no caso do farmaco TCS, foco do presente

estudo.
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Figura 09: Representacdo esquematica da origem da formagdo dos micronucleos
(MNs). A: Representagdo de dois MNs, sendo um de origem do fragmento de um
cromossomo acéntrico € o outro proveniente de cromossomo inteiro. B: Representacdo da
formagédo de uma ponte citoplasmatica e de um micronucleo a partir do fragmento de um

cromossomo.

Fonte: Adaptado de Fenech, 2000.

Assim, foi analisado o potencial mutagénico do TCS pela quantificacédo da
formagcao de MNs em culturas celulares LX-2 tratadas ou ndo com o farmaco. Para
isso, foram realizadas analises de microscopia de fluorescéncia e as diferentes
condigdes celulares em estudo foram coradas com DAPI. A Figura 10 apresenta os
resultados das analises do nucleo celular de LX-2 quiescentes, LX-2 ativadas, LX-2
ativadas tratadas com DMSO (0,5% v/v e 1% v/v) e LX-2 ativadas tratadas com TCS
(10 pyM e 50 puM), sendo analisadas no total 100 células para cada condigdo em

estudo.

Os resultados demonstraram que tanto as células LX-2 quiescentes, quanto
as LX-2 ativadas apresentaram baixa quantidade de MNs, o que ja era esperado,
uma vez que ambas as células ndo entraram em contato com agentes
potencialmente mutagénicos. Ainda na Figura 10 pode-se observar que ambas as
concentragbes de DMSO (0,5% v/v e 1,0% v/v) induziram a formacgdo de MN. Os
resultados demonstraram aumento significativo na quantidade de MNs, enquanto

que 0 mesmo nao ocorreu em ambas concentragdes de TCS (10 uM e 50 yM). Ou
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seja, o farmaco TCS em suas duas concentragcbes estudadas ndo apresenta
potencial mutagénico, pois ndo houve fragmentagdo cromossémica significativa e,
consequentemente, as alteragcbes no material genético das células ndo foram
desencadeadas. Contrariamente ao TCS, os resultados tanto para DMSO 0,5% (v/v)
quanto para DMSO 1% (v/v) sugerem que a presenca do DMSO, em cultura celular,
seja possivelmente responsavel pelo surgimento de aberragdes cromossémicas e
consequente mutagenicidade. Isso se deve ao fato do DMSO ser um composto
quimico téxico que possui alta capacidade de interagir com acidos nucléicos,
lipideos, proteinas e muitas drogas, 0 que o leva a apresentar alta penetracdo e
difus&o celular (FLORAO et al, 2007). Tais caracteristicas intensificam a capacidade
do DMSO de carrear muitas substancias pelas membranas celulares (FLORAO et al,
2007; Yi et al., 2017), dentre elas o TCS. Sabendo-se disso, pode-se inferir que nos
resultados obtidos o farmaco TCS esta potencialmente agindo como um protetor

celular dos danos mutagénicos do DMSO.

Figura 10: Teste do Micronucleo. A: Microscopia de fluorescéncia de cultura celular LX-2
cultivadas em 2% de SBF, LX-2 cultivada em 10% de SBF e LX-2 cultivada em 10% de SBF
tratada ou ndo com DMSO (0,5% e 1% v/v) e TCS (10 uM e 50 pM). O nucleo celular foi corado
com DAPI, apresentando coloragao azul. Setas brancas: micronucleos. B: Quantificagdo dos
micronucleos presentes nas culturas celulares estudadas. As anadlises estatisticas foram
realizadas aplicando-se One way ANOVA seguido pelo teste de Dunnett, utilizando-se o
programa GraphPad versao 5.
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Comparativamente, o ensaio do cometa demonstrou que culturas celulares

LX-2 ativadas tratadas com TCS 50 uyM apresentaram maior potencial citotdxico,



37

enquanto que o ensaio do MN para essa mesma condicdo celular mostrou
citotoxicidade baixa e semelhante as células controle. Em relacdo as células
tratadas com ambas as concentracbées de DMSO ocorreu o oposto, pois a alta
citotoxicidade foi demonstrada apenas no teste do MN. Com isso, pode-se inferir que
o TCS 50 uM é possivelmente genotdxico, mas ndo é potencialmente mutagénico.

Ou seja, o dano celular causado pelo farmaco pode ser considerado reversivel.

4.3 Analises de expressao génica: PCR semiquantitativa (RT-PCR) e PCR
em tempo real (QPCR)

Apds a extragdo do mRNA das células LX-2 cultivadas nas diferentes
condigdes em estudo, o mesmo foi convertido em cDNA e rea¢des de PCR foram
realizadas para se avaliar a modulagao da expressao de genes ocasionada pelos
efeitos do TCS. Para isso, 0o mRNA foi transcrito e em seguida a qualidade das
amostras foi verificada pela amplificacdo do gene normalizados p-actina em

reagdes de PCR semiquantitativa (Figura 11).

Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 1% da PCR do gene B-actina, para a verificagdo da
qualidade dos mRNAs extraidos ¢ a transcrigdo reversa.
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300 Db N et

Apos a verificagdo da qualidade dos cDNAs das amostras, reagcdes de PCR
semiquantitativa e de PCR em tempo real foram realizadas para avaliar a expressao
de genes relevantes nos processos de transdiferenciacéo epitélio-mesenquimal
(ECAD, NCAD, ZEB1, ZEB2, SNAIL e VIM), estresse oxidativo (SOD1, CAT, GPx1 e
GSR) e metabolismo de xenobiéticos (CYP1A17), além de genes correlatos aos
mecanismos de dano/reparo de DNA (ERCC1 e APEXT). Para todas as analises de
expressdo de genes foram adotadas as células LX-2 quiescentes como controle

experimental. Os resultados sdo apresentados a seguir.
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4.3.1 Analise molecular da transdiferenciagcao epitélio-mesenquimal (TEM):

A Figura 12 apresenta os resultados das analises de expressao transcricional
dos genes das caderinas (ECAD e NCAD). Caderinas sdo moléculas de adeséao
caracterizadas por serem dependentes de calcio e capazes de se aderirem em
células vizinhas (BERX; ROY, 2009). Por conta dessa dependéncia, as variagbes
nas quantidades e propor¢cdes de ECAD e NCAD nas jungdes aderentes sao
responsaveis por desencadear mudangas nas células (YILMAZ; CHRISTOFORI,
2009). Um exemplo dessas mudangas ¢é a transdiferenciagao de um fenétipo epitelial
para maligno devido a ocorréncia de dominancia de adesdo baseada apenas em
NCAD (STRAUB et al., 2011).

A maioria dos carcinomas humanos sao derivados dos tecidos epiteliais e a
ECAD é uma das caderinas mais diretamente relacionadas. A medida que as células
se transdiferenciam para estabelecimento de um carcinoma, muitas vezes ocorre a
auséncia parcial ou completa da expressdo da ECAD, o que facilita a progresséo a
malignidade. Varios genes estdo relacionados com a regulagdo da expressao da
ECAD, dentre eles destacam-se ZEB e SNAIL. Durante o evento de TEM, ocorre a
atuacao desses genes na repressado da ECAD e, em consequéncia, a alta expressao
da NCAD ¢ induzida. A superexpressao da NCAD em quadros tumorais, mesmo
quando a ECAD ainda é expressa, acarreta mudangas na morfologia das células,
bem como aumento da motilidade, dispersao, invasividade e capacidade metastatica
das células, o que colabora ainda mais para o avancgo da malignidade (BERX; ROY,
2009).

Os resultados encontrados com a andlise do gene ECAD (Figura 12 A)
mostraram que houve diferenga significativa para células LX-2 quiescentes e LX-2
ativadas. Sabendo-se que através das culturas de LX-2 ativadas € possivel analisar
o efeito da droga utilizada nas demais culturas, pode-se observar que nessa
condigcado de estudo houve uma expressao génica bastante baixa. O tratamento com
DMSO 0,5% vl/v, por sua vez, aumentou significativamente o nivel de expressao da
cultura ativada, aproximando-se do valor de referéncia obtido na cultura quiescente.
No tratamento com DMSO 1,0% v/v também houve aumento da expressdo da
cultura ativada, porém esse aumento foi mais ligeiro e ndo estatisticamente

significativo. Em relagdo aos tratamentos com TCS, nota-se que em baixa
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concentracédo (TCS 10 pM) ocorreu aumento do nivel de expressdo da cultura
ativada de modo a essa expressao ser aproximadamente o dobro da encontrada nas
culturas quiescentes. Entretanto, em alta concentracédo (TCS 50 uM) nao houve
alteracdo na expressao da cultura ativada, permanecendo préxima a zero. Em
contrapartida, o resultado para o gene NCAD (Figura 12 B) n&o apresentou
diferenca significativa entre as células LX-2 quiescentes e LX-2 ativadas. No
entanto, diferentemente da ECAD, o gene NCAD apresentou aumento de sua
expressao em todas as condigdes de estudo em culturas ativadas (Figura 12 B).

Figura 12: Niveis de expressao relativa dos mMRNA ECAD e NCAD em células LX-2 cultivadas
em 2% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% v/v e 1%
v/v) e com TCS (10 yM e 50 uM). As analises foram realizadas em triplicatas por PCR em tempo
real e PCR convencional, respectivamente. O nivel de expressdo de mRNA foi obtido através de

analise estatistica One way ANOVA seguido pelo teste de Tukey, onde ***p<0,0005 e *p<0,05,
utilizando-se o programa GraphPad versao 5.
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Tais resultados demonstraram que a expressao baixa e/ou quase ausente da
ECAD nas células ativadas indica a existéncia de um processo de TEM, além de
alteracdo do metabolismo celular e mesmo uma possivel progressdo celular para
uma malignidade. O mesmo ocorreu com células tratadas com TCS 50 uM.
Inversamente, a analise da expressdao do gene NCAD apresentou aumento dos
niveis de expressdo em todos os tratamentos realizados. Sendo assim, os
resultados combinados reforcam a criagdo de um ambiente hepatotoxico pelo
farmaco em alta concentragdo (TCS 50 uM), sendo passivel de maiores analises

investigativas.

Segundo Jia e colaboradores (2016), a inibicdo da ECAD por ZEB ou SNAIL
€ considerada como sendo marcadora da TEM e diretamente relacionada com a

intensificagdo da metastase, pois resulta na perda das jungdes célula-célula e ganho
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na capacidade migratoria e invasiva. Com isso, ZEB1, ZEB2 e SNAIL foram alguns
dos genes selecionados para investigar a relagdo do TCS com a criagdo do
ambiente hepatotoxico (Figura 13). ZEB1 e ZEB2 sao fatores de transcricéo
pertencentes a familia ZEB que se ligam ao DNA promotor de genes alvos e juntos
formam um ciclo de feedback duplo negativo que regula todo o equilibrio da TEM. As
interacdes entre ZEB e componentes de diferentes complexos co-repressores e co-
ativadores sdo essenciais para que ocorra a repressao e a ativagao transcricional.
Além disso, ZEB1 e ZEBZ2 apresentam um nivel alto de similaridade de sequéncia,
sendo considerados homologos, o que sugere que as proteinas atuam nos mesmos
alvos génicos. No entanto, estudos sugerem que ambos os ZEBs talvez realizem
fungdes diferentes e possivelmente opostas em diferentes tipos de céancer
(MAKHTAR et al., 2017). ZEB1, em especial, € considerado um dos marcadores
moleculares da progressao tumoral, sendo mediador da proliferagdo, migragéo e
invasdo celular (EUSKIRCHEN,2017). E, assim como ZEB1, a alta expressdo de
ZEB2 é um indicativo direto de associacdo com o fenotipo mesenquimal em células
cancerigenas de tumor primario (KURAHARA et al., 2012). O gene SNAIL, por sua
vez, é outro fator de transcricdo que desempenha um importante papel na TEM e
principalmente na regulacdo da ECAD. Isto é, a superexpressao de SNAIL acarreta
a inibicdo de ECAD e a inducao do processo de transdiferenciagao. Tal fato explica
a baixa expressao de ECAD em células ativadas, indicando que nas mesmas nao
esta ocorrendo necessariamente uma progressao celular a tumorigénese, mas sim
uma inferéncia que esteja colaborando para uma transdiferenciacdo do fendtipo
celular para o estagio fibrosado. Outra caracteristica da superexpressao de SNAIL é
0 aumento da expressdo do marcador mesenquimal VIM e ainda ganho nas
propriedades invasivas e migratorias, bem como morfologia fibroblastoide nas
células (ZHU et al., 2012).
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Figura 13: Niveis de expressao relativa dos mRNA ZEB1, ZEB2 e SNAI1 em células LX-2
cultivadas em 2% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5%
vive 1% viv) e com TCS (10 uM e 50 uM). As analises foram realizadas em triplicatas por PCR
em tempo real. O nivel de expressdo de mRNA foi obtido através de analise estatistica One way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey, onde ***p<0,0005 e *p<0,05, utilizando-se o programa
GraphPad verséo 5.
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Observando-se o grafico A da Figura 13, nota-se que ZEB1 apresentou uma
alta expressao em células ativadas e, contrariamente, uma baixa expressdao em
células quiescentes. Isso ocorre devido a regulacdo do equilibrio da TEM ser
realizada por esse gene, ou seja, sua alta expressdo nas LX-2 ativadas € em
decorréncia da mudanca de fendtipo dessas células frente a uma injuria e, em nosso
modelo, frente a ativacdo da cultura celular. Nas culturas ativadas tratadas com
DMSO 1% v/v ocorreu uma baixa expressdo génica de ZEB1, enquanto que as
culturas ativadas tratadas com TCS 50 uM apresentaram essa expressao elevada,
indicando que nesse caso o solvente DMSO possivelmente esta regulando o nivel
transcricional das células ativadas de modo a diminuir a expressao do gene. Esse
efeito nao foi observado quando as culturas foram tratadas com concentragcdes mais
baixas de DMSO (0,5% v/v) e do farmaco (10 yM).

A analise conjunta dos resultados da expresséao de ZEB2 (Figura 13 B)
mostrou que somente as culturas tratadas com TCS 50 puM do farmaco
apresentaram aumento ou alteragdes significativas no nivel de expressao desse
gene. Esses resultados reforcam a observagédo de que a concentragéo de 50 uM do
TCS atua na TEM, considerando-se que ZEB2 é um marcador direto desse
fendmeno biolégico. Os resultados novamente reforcam que o farmaco em
concentracdo mais alta colabora para a criagdo de um ambiente hepatotéxico.
Comparando-se a expressao de ECAD nessa mesma condicdo de estudo com a

expressao de ZEB2, observa-se a existéncia de uma provavel sinalizacdo cruzada
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entre essas moléculas, uma vez que o0s niveis transcricionais de ECAD
apresentaram-se baixos nas células tratadas com TCS 50 uyM e uma expressao
extremamente alta de ZEB2 aparece na mesma condi¢cdo. Tal observagao reforca a
toxicidade do TCS e sua agéo de induzir a perda das jungdes célula-célula, ganho
na capacidade migratoria e invasiva e até mesmo alteragdes fenotipicas das células
estreladas. Apos os genes ZEBs, o gene SNAI1 foi analisado (Figura 13 C) e sua
expressao quantificada. Para esse gene, somente células ativadas apresentaram
aumento exacerbado dos niveis transcricionais do gene. Para as demais condi¢oes
avaliadas, foi observada em todas uma diminuicdo da express&o génica, inclusive
nas culturas tratadas com 50 uM de TCS, contrariando o que era esperado (alta
expressao de SNAIL e baixa de ECAD).

Para complementar as analises do processo de TEM, o gene Vimentina (VIM)
foi avaliado. De acordo com Stinson e colaboradores (2011), altos niveis de
expressao de ZEB2 estimulam a expressao de outro gene denominado VIM. (Figura
14 A). VIM é um dos componentes dos filamentos do citoesqueleto e esta
relacionada tanto ao aumento da invasao celular, como também tumorigénese e
metastase (CASTILHO, 2003). Além disso, VIM é considerado um marcador de
TEM, pois quando ha o remodelamento do citoesqueleto, € gerada uma mudanga do
filamento intermediario de citoqueratina para vimentina (THOMPSON; NEWGREEN;
TARIN. 2005).

Analisando o grafico referente a expressao de VIM, nota-se que somente o
solvente DMSO (em ambas as concentragbes) causou aumento na expressao do
gene. Em relacéo ao farmaco TCS, nenhuma das concentrac¢des utilizadas alteraram
a expressao do gene VIM, sugerindo a existéncia de um mecanismo de protegao
celular. Assim, com a analise do gene VIM foi possivel observar que o efeito do
solvente DMSO demonstra ser deletério em muitas situacdes e corrobora com os
dados descritos na literatura. Por outro lado, o efeito do TCS induz alteragdes que
levam a TEM, uma vez que o farmaco quebra a homeostasia celular. Sendo assim, o
conjunto das observacdes leva a maiores investigacdes sobre os reais mecanismos
celulares envolvidos em resposta a maior concentracdo de TCS. Com isso, busca-se
elucidar se o TCS 50 pM acarreta a modulacdo do ambiente celular a fim de
ocasionar uma indugao tumoral, ou se possivelmente colabora para a criagéo de

condicbes favoraveis para a reversao do fendtipo ativado.
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Figura 14: Niveis de expresséao relativa dos mRNA VIM em células LX-2 cultivadas em 2% de
SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% v/v e 1% v/v) e com
TCS (10 uM e 50 uM). As analises foram realizadas em ftriplicatas por PCR convencional. O nivel
de expressdo de mRNA foi obtido através de andlise estatistica One way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey, onde ***p<0,0005 e *p<0,05, utilizando-se o programa GraphPad versao 5.
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ApOs a andlise conjunta dos genes de TEM, ficou evidente que novas
investigacdes seriam necessarias para complementar os resultados obtidos. Outros
mecanismos celulares relacionados ao estabelecimento do hepatocarciona também
foram estudados, buscando-se comprovar se o farmaco € verdadeiramente
hepatotdxico, ou se ele atua como um hepatoprotetor. Sendo assim, os mecanismos
de estresse oxidativo também foram explorados, uma vez que em quadros tumorais
as células produzem superéxidos extracelulares para se protegerem contra a
inducao de apoptose (BAUER 2015).

4.3.2 Analise molecular do estresse oxidativo:

O estresse oxidativo se caracteriza por ser uma condigao biolégica em que
ocorre ou produgao excessiva de agentes oxidantes, ou producéo baixa de agentes
antioxidantes (YANG et al, 2015). Na transdiferenciagéo epitélio-mesenquimal de
células tumorais € comum a ocorréncia de estresse causado, por exemplo, devido a
hipéxia, perda de adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular (SILVA;
JASIULIONIS, 2014). Com isso, a expressao de quatro genes relacionados ao
estresse oxidativo foram avaliadas (Figuras 15 e 16). O primeiro deles foi 0 gene que
transcreve a enzima superoxido dismutase (SOD7) que, juntamente com CAT e
GPx1, constitui uma defesa primaria contra estresse oxidativo, funcionando como

reguladora importante do metabolismo de peroxido de hidrogénio (LABIOS et al.,
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2009). Sabe-se que o aumento da expressdo de SOD1 esta diretamente relacionado
a diminuicdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e,
consequentemente, relaciona-se também a diminuicdo da toxicidade causada por
essas espécies (SILVA; JASIULIONIS, 2014). A Catalase (CAT) foi outro gene
investigado, pois representa uma das principais enzimas antioxidantes
citoplasmatica, desempenhando assim um importante papel na degradagdo de
EROs. Tal caracteristica se deve ao potencial regulatério da CAT na biologia
quimica dos EROs, bem como sua alta concentracdo na regidao externa da
membrana celular das células tumorais, o que permite o estabelecimento de um
controle rigoroso na sinalizagao intercelular e, portanto, evita a apoptose dessas
células cancerigenas. Sendo assim, a inibicdo da CAT acarreta em apoptose
intercelular (BAUER, 2015).

Os resultados sao apresentados na Figura 15 A, onde se observa que o
gene SOD1 apresentou alta expressao apenas em células ativadas tratadas com
TCS 50 uM, enquanto que nas demais culturas celulares a expressao génica
manteve-se baixa e semelhante as células ativadas. Semelhantemente, o gene
CAT (Figura 15 B) também se expressou em maior porcentagem apenas em
células ativadas tratadas com TCS 50 pM, enquanto que as demais culturas
celulares apresentaram niveis de expressao génica ligeiramente mais baixos
que as células ativadas.

Figura 15: Niveis de expresséo relativa dos mRNA SOD7 e CAT em células LX-2 cultivadas em
2% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% v/v e 1% viv) e
com TCS (10 uM e 50 uM). As analises foram realizadas em triplicatas por PCR em tempo real.

O nivel de expressdo de mRNA foi obtido através de analise estatistica One way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey, onde ***p<0,0005, utilizando-se o programa GraphPad versao 5.
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Os resultados encontrados para ambos os genes, SOD7 e CAT, indicam
que o farmaco TCS 50 uM esta regulando positivamente o estresse oxidativo
nas células, uma vez que sua alta expressdo indica que esta atuando
diretamente na diminuigdo dos niveis de EROs e na toxicidade causada por
essas espécies. Consequentemente, também esta possivelmente diminuindo a
taxa de apoptose celular e a criagdo de um ambiente hepatotdxico. Sendo
assim, a partir da analise desses genes infere-se que o TCS 50 uM possa estar
atuando como um hepatoprotetor. Entretanto, para investigar tal hipétese os

genes GPx1 e GSR também foram analisados.

A enzima citosolica GPx1 (Glutationa Peroxidase 1) se caracteriza pela
sua importancia na defesa primaria contra o estresse oxidativo (Figura 16), pois
assim como CAT, GPx1 apresenta a fungao de impedir o acumulo de peréxido
de hidrogénio. Essa acdo conjunta de ambas as enzimas é de grande
importancia, uma vez que essa espécie reativa (mediante a participagdo de
outras substancias) acarreta na geragao do radical OH, contra o qual ndo ha
sistema enzimatico de defesa eficiente. Isso ocorre devido a caracteristica desse
radical livre de ser altamente reativo e apresentar extrema instabilidade, o que
facilita a produgdo de danos oxidativos, alteracdo das funcdes bioldgicas das
membranas celulares, alteragao na estrutura e/ou fungao bioldgica das proteinas
e consequente dano ao DNA, levando ao aparecimento de mutagdes
(BARBOSA et al., 2010). Além disso, na literatura € descrito que baixos niveis
de expressao de GPx71 sdo comumente encontrados em tecidos cancerigenos,
enquanto que a superexpressao do gene esta relacionada a protecao contra o
dano no DNA causado por agentes externos e a acado anticarcinogénica
(ALMONDES et al., 2010). Outro gene investigado foi o GSR que codifica a
enzima Glutationa Redutase, pois esta descrito que a mesma se relaciona com a
regulacdo dos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, sendo
responsavel pela amplificacdo da sensibilidade aos oxidantes (GALLO et al.,
2009). Além disso, a GSR é essencial para a integridade do sistema de protecao
celular, tendo como funcdo impedir a paralisagdo do ciclo metabdlico da
glutationa, a qual atua no metabolismo e protecédo celular. Por conta disso, a

GSR é encontrada em altas concentragdes no organismo, sendo a redugao de
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sua atividade um indicativo de mudangas clinicas (FERREIRA; ABREU, 2007;
DERESZ et al., 2007).

Assim, continuando as andlises, observou-se que a expressao de GPx1
(Figura 16 A) também foi alta em células ativadas tratadas com TCS 50 uM,
enquanto que a expressao génica nas demais culturas foi semelhante as células
ativadas. O mesmo resultado foi encontrado para a expressdo do gene GSR
(Figura 16 B), entretanto observou-se uma pequena redugdo nos niveis
transcricionas nas células quiescentes e nas células ativadas tratadas com

ambas as concentra¢des de DMSO em comparagao as células ativadas.
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Figura 16: Niveis de expressao relativa dos mMRNA GPx7 e GSR em células LX-2 cultivadas em
2% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% v/ive 1% v/v) e
com TCS (10 uM e 50 uM). As analises foram realizadas em ftriplicatas por PCR em tempo real.
O nivel de expressdo de mRNA foi obtido através de analise estatistica One way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey, onde ***p<0,0005 e **p<0,005, utilizando-se o programa GraphPad

versao 5.
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Com esses resultados encontrados para os genes GPx71 e GSR, é
possivel observar que o efeito hepatoprotetor do farmaco em concentragao 50
MM se torna novamente evidente, indicando que o mesmo esta regulando
negativamente a produgcdo de danos oxidativos, bem como as alteragbes das
funcdes bioldgicas das proteinas, dano ao DNA e consequente aparecimento de
mutagdes que levam ao estabelecimento do hepatocarcinoma. Dessa maneira,
na concentracdo de 50 uM pode-se inferir que o farmaco esta possivelmente

promovendo uma agao anticarcinogénica e hepatoprotetora.



4.3.3 Analise molecular do metabolismo de xenobiéticos:

Com objetivo de se investigar de maneira mais detalhada a nova hipétese
de hepatoprotecdo do TCS, tornou-se importante estudar também o
metabolismo de xenobidticos. Estes se caracterizam como compostos quimicos
que sdo estranhos ao corpo humano, uma vez que s&o principalmente
metabolizados no figado, como o proprio TCS (MAURICE et al., 2013). Nessa
andlise, genes relevantes foram escolhidos para terem seus niveis
transcricionais mensurados. Entre eles, o gene CYP1A1 foi escolhido para
investigar melhor o metabolismo deste farmaco pelas células LX-2 estudadas. O
gene CYP1A1 (Figura 17) € um dos genes que se relacionam a detoxificacéo de
xenobidticos e é considerado um dos biomarcadores para a suscetibilidade a
certas malignidades, em especial o cancer. Além disso, a expressao do gene
indica aumento na formacdo de metabdlitos carcinogénicos devido a
hiperatividade das enzimas envolvidas no processo de estabelecimento do
carcinoma (HONMA et al., 2009). A partir do resultado obtido por meio da
andlise da expressao de CYP1A71, observa-se que novamente as células
ativadas tratadas com o farmaco TCS 50 pM apresentaram um nivel de
expressdo génica bastante elevado, enquanto que em todas as demais
condicbes de estudo apresentaram expressao génica semelhante as células
controle. Com isso, infere-se que o TCS 50 uM possa estar hiperativando

enzimas importantes para o estabelecimento do hepatocarcinoma.
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Figura 17: Niveis de expresséo relativa do mRNA CYP1A71 em células LX-2 cultivadas em 2%
de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% viv e 1% v/v) e
com TCS (10 uM e 50 uM). As analises foram realizadas em ftriplicatas por PCR em tempo real.
O nivel de expressdo de mRNA foi obtido através de analise estatistica One way ANOVA

*k%

seguido pelo teste de Tukey, onde ***p<0,0005, utilizando-se o programa GraphPad versao 5.
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4.3.4 Analise molecular dos mecanismos de dano/reparo de DNA:

O aumento do estresse oxidativo devido as alteragdes dos estados
antioxidantes de enzimas pode implicar em lesées no DNA, gerando processos
pré-mutagénicos que podem progredir, em alguns casos, para O
estabelecimento do carcinoma. Sabendo-se disso, os genes APEX-1 e ERCC1
(Figura 18) foram investigados a fim de se elucidar melhor o potencial citotoxico
e mutagénico do TCS nas células LX-2. APEX-1 é um gene caracterizado por
traduzir uma importante endonuclease de reparo, podendo também apresentar
funcdes celulares mais amplas que vao além do reparo do DNA (FUNG;
DEMPLE, 2005; SARMENTO, 2016). A atuacdo desse gene nas células pode
ser algo tecido-especifico, podendo participar de varios outros processos
bioquimicos, o0 que faz com que suas fungdes possam estar diretamente
moduladas em diversos outros mecanismos que n&o se correlacionam
propriamente com o dano no DNA (SARMENTO, 2016). Segundo Di Maso e
colaboradores (2015), um exemplo é o que ocorre em casos de
hapatocarcinoma humano, onde € observado o aumento da expressao de
APEX-1, sendo esse aumento proporcional a progressdao e gravidade do
estabelecimento da doenga hepatica (MELIS et al, 2013). O gene ERCC1, por
sua vez, € um gene importante no mecanismo de reparo de diferentes danos no
DNA, podendo realizar tal reparo por excisdo de nucleotideos. Além disso, é
considerado um potencial marcador de estabelecimento de carcinomas, sendo a
baixa expressdo de ERCC1 associada ao risco aumentado de cancer (WANG et
al, 2007) e a alta expressao relacionada com a resposta do organismo ao cancro

e a consequente maior taxa de apoptose celular (OTA et al., 2009; LIMA, 2011).

Os resultados indicam que houve um aumento significativo da expressao
de APEX-1 em células ativadas tratadas com DMSO 0,5% v/v e um aumento
ainda maior em células ativadas tratadas com TCS 50 pM (Figura 18 A).
Paralelamente, a analise transcricional do gene ERCC1 (Figura 18 B) também
revelou alta expressao nas células tratadas com TCS 50 uM.

48



49

Figura 18: Niveis de expresséao relativa do mMRNA APEX-1 e ERCC1 em células LX-2 cultivadas
em 2% de SBF e LX-2 cultivadas em 10% de SBF tratadas ou ndo com DMSO (0,5% v/iv e 1%
v/v) e com TCS (10 uM e 50 uM). As analises foram realizadas em triplicatas por PCR em tempo
real. O nivel de expressdo de mRNA foi obtido através de analise estatistica One way ANOVA
seguido pelo teste de Tukey, onde ***p<0,0005, utilizando-se o programa GraphPad versao 5.
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Em conjunto, as analises apontam que os altos niveis de expressdo de APEX-
1 e ERCC1 nas células ativadas tratadas com TCS 50 uM ressaltam a existéncia de

mecanismos de reparo atuantes, o que reforca as analises de micronucleos

realizadas previamente.
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5. CONCLUSOES

Independentemente do agente etioldgico agressor, o estagio final de uma
lesdo hepatica cronica é a fibrose hepatica e, quando em niveis avangados, pode
favorecer o aparecimento e o desenvolvimento do hepatocarcinoma (MINICIS,
2012). Devido a isso, as doengas hepaticas sdo consideradas um grave problema
relacionado a saude publica, sendo responsaveis pela morte de milhares de pessoas
todos os anos ao redor do mundo (WHO, 2012). Dentro desse contexto, a busca por
terapias alternativas na reversdo de doengas hepaticas torna necessaria a
investigacado dos efeitos de alguns farmacos conhecidos, como o TCS. Entretanto,
para que esse farmaco possa também ser utilizado de maneira segura, é necessario
que sua atuagao nas células do tecido hepatico seja melhor avaliada. Com isso, o
potencial citotéxico do TCS na transdiferenciacdo de CEHs LX-2 tornou-se alvo do
estudo, sendo investigados aspectos celulares e moleculares que contribuem para o

estabelecimento de caracteristicas tumorais.

Os resultados obtidos pelo classico ensaio de MTT demonstraram que as
concentragbes de TCS 10 uyM e TCS 50 uM néao afetaram a viabilidade celular,
embora tenham induzido uma variagdo morfolégica sutil em relagdo ao grupo
controle (dados n&o mostrados). Essas concentragdes de TCS foram escolhidas
para os ensaios subsequentes. Posteriormente, foi investigado também o potencial
genotéxico do farmaco pelo ensaio do cometa, onde foi observado que o dano no
DNA das células tratadas com TCS 50 uM foi o dobro em comparagao as demais
condigbes em estudo. A combinagcdo de resultados sugere que o inicio das
variagbes morfolégicas apresentadas no MTT em células tratadas com TCS 50 uyM
(dados ndao mostrados) nao afetaram a viabilidade celular, porém, sugeriram um

indicativo de toxicidade celular do farmaco.

Outro ensaio realizado foi o teste do micronucleo, no qual foi demonstrado
que o farmaco TCS em suas duas concentracbes estudadas nao apresenta
potencial mutagénico. Sabendo-se disso, pdde-se inferir que o farmaco TCS
potencialmente age como um protetor celular dos danos mutagénicos do DMSO.
Comparativamente, os ensaios demonstraram que o TCS 50 pyM é possivelmente
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genotdxico, mas néo é potencialmente mutagénico. Ou seja, o dano celular causado

pelo farmaco pode ser considerado reversivel.

Posteriormente, analises da expressao de genes correlatos ao metabolismo
celular também foram realizadas. Nas analises moleculares da TEM, o resultado
combinado da expresséo dos genes ECAD, NCAD, ZEB1 e ZEB?2 reforgou a criagao
de um ambiente hepatotdxico pelo farmaco em alta concentragédo (TCS 50 uM) e sua
consequente acao de induzir a perda das jungdes célula-célula, ganho na
capacidade migratéria e invasiva, e alteragdes fenotipicas das células estreladas. O
gene VIM, por sua vez, ndo apresentou expressdo alterada em nenhuma das
concentragbes de TCS, sugerindo a existéncia de um mecanismo de protegao
celular. Além disso, o resultado para o gene VIM sugeriu ainda que o efeito do
solvente DMSO demonstra ser deletério em muitas situagdes e corrobora com os
dados descritos na literatura. Sendo assim, com o conjunto das observagdes foi
possivel inferir que o efeito do TCS induz alteragdes que levam a TEM, uma vez que
o farmaco quebra a homeostasia celular. Entretanto, maiores investigacbes foram
necessarias para se elucidar se o TCS 50 uM acarreta a modulagdo do ambiente
celular a fim de ocasionar uma indugéo tumoral, ou se possivelmente colabora para

a criacao de condi¢des favoraveis para a reversao do fendtipo ativado.

As analises moleculares do estresse oxidativo para os genes SOD1 e CAT
indicaram que o farmaco TCS 50 uM regula positivamente o estresse oxidativo nas
células, através da diminuigcdo dos niveis de EROs e da toxicidade causada por
essas espécies. Além disso, pbde-se também inferir que o farmaco nessa
concentracdo possivelmente diminui a taxa de apoptose celular e a criacdo de um
ambiente hepatotoxico, atuando assim como um hepatoprotetor. Os resultados
encontrados com a analise dos genes GPx71 e GSR novamente ressaltaram o efeito
hepatoprotetor do farmaco em concentracdo 50 pM, bem como sua acéao
anticarcinogénica. Foi demonstrado que tal acdo ocorre através da regulagéo
negativa da produgdo de danos oxidativos, bem como alteragdes das fungdes
biolégicas das proteinas, dano ao DNA e consequente aparecimento de mutagdes
que levam ao estabelecimento do hepatocarcinoma. Com a analise molecular do
metabolismo de xenobidticos, o gene CYP1A1 demonstrou que o TCS 50 yM possa

hiperativar enzimas importantes para o estabelecimento do hepatocarcinoma. Por
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ultimo, com a analise molecular dos mecanismos de dano/reparo de DNA, a
expressao dos genes APEX-1 e ERCC1 em células ativadas tratadas com TCS 50
MM ressaltou a existéncia de mecanismos de reparo atuantes, o que reforgou ainda

mais as analises de micronucleos realizadas previamente.
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