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RESUMO

A Nutrigendmica ¢ definida como o efeito da dieta na expressdo génica, ¢ a extensao pela qual as
diferencas genéticas entre os individuos influenciam a resposta a um padrao especifico de dieta, a
ingestdo de alimentos funcionais e a suplementagdo de micronutrientes, em termos de um
resultado para a saude humana. A o-tomatina é um glicoalcaldide encontrado no tomate
(Lycopersicon esculentum) que possui fungdes biologicas importantes como a redug@o dos niveis
de colesterol LDL, inibi¢do do crescimento de células cancerosas, estimula¢do do sistema imune
e efeito antimetastatico. O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade da a-tomatina, os
seus efeitos na proliferagdo celular, na indugdo de apoptose e expressdo de RNAm dos genes
APC, Ciclina A2, Catenina, CASPY, BAK, BAX e BCL-XL em células HT29. As células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro bovino fetal, e tratadas nas
concentragdes de 0,1, 1 e 10 pg/mL para o ensaio do MTT e proliferacdo celular. Na analise de
apoptose morfoldgica utilizou-se as concentragdes de 0,1, 1 e 2 pg/mL. J& para a avaliacdo da
expressao génica utilizou-se a concentragdo de 1 pg/mL. Apos 12 horas de tratamento, o RNA das
células foi extraido e a expressdo dos genes foi avaliada através do método de PCR em tempo real.
O gene GPDH foi utilizado como normalizador. A andlise estatistica foi realizada por
ANOVA/Tukey para o ensaio do MTT. Os resultados do ensaio de cinética de proliferagdo celular,
viabilidade celular e avaliagdo da indug@o de apoptose foram analisados estatisticamente através
de ANOVA/Dunnet, e para a analise da expressdo génica utilizou-se o método de Pfaffl et al.
(2002), através do calculo estimado pelo método AACt. Os estudos experimentais indicaram que a
a-tomatina foi citotdxica apenas na concentracdo de 10 pg/mL. Na avaliagdo da proliferagao
celular ndo houve diferencas significativas nos tratamentos com o-tomatina, com excecdo da
concentragdo de 10 pg/mL em que a proliferacdo celular foi inibida desde as primeiras 24 horas de
tratamento. Na analise de apoptose morfoldgica ndo houve diferengas significativas em nenhum dos
tratamentos avaliados. Com relacdo aos dados de expressdo génica apenas o gene APC teve sua
expressdo alterada pelo tratamento com a a-tomatina, de maneira significativa. Com base nos
nossos resultados, podemos sugerir que a a-tomatina possui atividade antiproliferativa nas
primeiras 24h de tratamento, ndo induz a apoptose nessa linhagem celular utilizada e provoca o
rompimento das membranas celulares, consequentemente, aumentando a expressdo do gene APC
relacionado ao ciclo celular.

Palavras-chave: a-tomatina; expressdo génica; APC, Ciclina A2, p-catenina, Caspase-9, BAK, BAX
e BCL-XL.



ABSTRACT

Nutrigenomics is defined as the effect of diet on gene expression, and the extent to which genetic
differences between individuals influence the response to a specific pattern of diet, intake of
functional foods and micronutrient supplementation, in terms of a result for human health. The a-
tomatine is highlighted as a glycoalkaloid found in tomato (Lycopersicon esculentum) that has
important biological functions such as reducing levels of LDL cholesterol, inhibit cancer cell
growth, stimulation of the immune system and antimetastatic effect. In view of these
considerations, the objective of this study was to evaluate the cytotoxicity of a-tomatine, their
effects on cell proliferation, induction of apoptosis and morphological expression of mRNA of
APC gene, Cyclin A2, p-Catenin, CASP9, BAK, BAX and BCL-XL in HT29 cells. The cells were
grown in DMEM culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum, and treated at
concentrations of 0.1, 1 and 10pg/mL for the MTT assay and cell proliferation. In the
morphological analysis of apoptosis, we used concentrations of 0.1, 1 and 2ug/mL. As for the
evaluation of gene expression we used a concentration of 1 mg/mL. After 12 hours of treatment,
the RNA from cells was extracted and gene expression was evaluated by the method of real-time
PCR. The gene GPDH was used as normalizer. Statistical analysis was performed by ANOVA /
Tukey test for MTT. The test results of kinetics of cell proliferation, cell viability and assessment
of apoptosis were analyzed with ANOVA / Dunnet, and for analysis of gene expression we used
the method of Pfaffl et al. (2002), by calculating estimated by AACt. Experimental studies
suggested that a-tomatine was cytotoxic only at concentration of 10ug/mL. In the evaluation of
cell proliferation were no significant differences in the treatments with a-tomatine, except that for
the concentration of 10 mg / mL in the cell proliferation was inhibited from the first 24 hours of
treatment. In the morphological analysis of apoptosis no significant differences in any of the
treatments. With regard to gene expression data only the APC gene expression was altered by
treatment with o-tomatine, significantly. Based on our results, we suggest that a-tomatine has
antiproliferative activity in the first 24h of treatment does not induce apoptosis in this cell line
and causes disruption of cell membranes, thereby increasing the expression of APC gene related
to cell cycle.

Keywords: a-tomatine; gene expression; APC, Cyclin A2, p-catenin, Caspase-9, BAK, BAX e BCL-
XL.
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1. INTRODUCAO

A saude da populacdo humana passou por impactos importantes em funcdo das
mudancas na estrutura da sociedade contemporanea, com consequente mudan¢a no modo de vida
dos individuos. A hipertensdo arterial, hipercolesterolemia, consumo insuficiente de frutas,
legumes e verduras, o excesso de peso, a inatividade fisica, entre outros, sdo apontados como os
principais fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cronicas ndo-transmissiveis, e
diversos tipos de cancer (INCA, 2010).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), em 2010 estima-se a ocorréncia
de 489.270 novos casos de cancer, sendo que o cancer de pele ndo-melanoma ¢ o mais incidente,
seguido pelos tumores de mama feminina, prostata, pulmao, colon e reto, estbmago e colo de
utero.

O cancer ¢ definido como o conjunto de manifestagdes patologicas caracterizadas pela
perda do controle da proliferagdo celular e ganho da capacidade de invadir tecidos adjacentes ou
de sofrer metastases para tecidos distantes, cujo crescimento celular € quase autonomo,
excedendo os tecidos normais. Como resultado de uma agressdo, uma célula divide-se
descontroladamente até formar uma populagdo de células; este aglomerado localizado de células
proliferativas é, entdo, denominado de tumor. Os tumores originam-se de células que possuem
mutagdes ocorridas em quatro tipos de genes, incluindo os genes que regulam o crescimento
celular (proto-oncogenes e genes supressores de tumor) e aqueles que regulam a apoptose e
reparo do DNA (RIBEIRO et al., 2003; ROBBINS et al., 2005; GRIFFITHS, 2008).

Uma das principais causas freqiientes do cancer é a mutag@o na sequéncia codificante ou
reguladora de um gene, cuja funcdo principal € regular a divis@o celular. O ciclo celular ¢
controlado por sinais quimicos internos e externos que se integram requerendo respostas precisas.
As CDKs (Cinases Dependentes das Ciclinas) sdo componentes cataliticamente ativos no
mecanismo do ciclo celular; essas proteinas t€m como caracteristica regular as atividades de
outras proteinas por meio de sua fosforilagdo, que depende da presenca de ciclinas que capacitam
as CDKs formando o complexo ciclina/CDK. Um dos pontos de verificagdo mais importantes no
ciclo celular denomina-se START que controla a entrada na fase S, regulado por ciclinas tipo D
em conjunto com CDK4, que se ativado este complexo a célula entra em outra rodada de

replicacdo do DNA. Dessa forma, as células normais sdo programadas para pausar no ponto
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START para garantir que o dano do DNA seja reparado e ndo seja transmitido para as células
filhas. Em contraste, em células tumorais, os pontos de verificagdo do ciclo encontram-se
desregulados, por defeitos genéticos que alternadamente aumentam ou diminuem a abundancia
de complexos ciclina/CDK (ROBBINS et al., 2005; SNUSTAD & SIMMONS, 2008).

De acordo com Silva ef al. (2009), as mutagdes podem ser definidas como alteragdes no
material genético, tais como mudangas na sequéncia do DNA, que, possivelmente, alteram a
sequéncia de uma proteina ou fenoétipo de um organismo. Para tanto, os danos fixados no DNA
além de serem irreversiveis sdo também cumulativos e apds um numero de alteragdes nesses
genes, a célula torna-se neoplasica (RIBEIRO et al., 2003).

O desenvolvimento dos diversos tipos de cancer ocorre por fatores endogenos e
ambientais. A alimentacdo consiste em um dos principais fatores de risco de cancer, e,
atualmente, existem varias evidéncias sobre os efeitos da atividade fisica e composi¢do corporal
relacionados ao risco de diversos tipos de cancer. (WCIRF 1997; LABIANCA et al., 2010).

A etiologia do cancer envolve a interagdo da mudanga molecular da célula juntamente
com fatores ambientais, com grande énfase nos componentes da dieta. Estudos epidemiolégicos e
experimentais demonstraram que o consumo de frutas, vegetais e hortalicas assumem papel de
destaque na prevengio do cancer. (FERGUSON, 1994; GAROFOLO et al., 2004; CAMPOS,
2005; OLIVEIRA et al., 2009).

A exposicdo nutricional desde a primeira infancia ¢ um determinante importante na
expressao fenotipica durante a vida adulta do individuo e € provavel que afete a vulnerabilidade a
doengas cronicas, incluindo o cancer. Estima-se que a dieta influencia de 30 a 40% de todos os
casos de canceres, € por meio dela € possivel alterar o risco do desenvolvimento da doenga, pela
modulacdo dos multiplos processos envolvidos com o inicio, incidéncia, progressdo e/ou
severidade. Considera-se também que os componentes dietéticos podem atuar, direta ou
indiretamente, na prote¢do nos diversos estdgios do processo do cancer, no genoma humano,
alterando a expressdo dos genes e seus produtos. Os componentes ativos da dieta podem
modificar, simultaneamente, mais de um processo do desenvolvimento do céncer, incluindo
diversos eventos, tais como o metabolismo carcinogénico, balango hormonal, sinalizagdo celular,
controle do ciclo celular, apoptose e angiogénese. Estes componentes bioativos encontrados nos
alimentos incluem nutrientes essenciais (calcio, zinco, selénio, folato, vitaminas C, D e E) assim

como os componentes ndo-essenciais (carotenoides, flavonoides, indoles, acidos linoleicos
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conjugados, e acidos graxos ®-3) (WCRF, 1997; DAVIS & MILNER, 2004; TRUJILLO et al.,
2006; ARDEKANI & JABBARI, 2009).

A nutrigendmica avalia como os efeitos bioldgicos de um alimento especifico, ou um
componente bioativo da dieta alteram a expressdo génica, e por que os individuos diferem no
metabolismo dos alimentos em nivel molecular. Em sintese avalia como os genes ou os produtos
dos genes interagem com os componentes quimicos da dieta para alterar o fendtipo e,
reciprocamente, como os genes e seus produtos metabolizam os nutrientes (KAPUT, 2007,
ARDEKANI & JABBARI, 2009).

Os efeitos das deficiéncias nutricionais, desequilibrio de micronutrientes ou
concentracdes toxicas de certos componentes alimentares podem levar a multiplos efeitos
bioldgicos. Em contrapartida, certos constituintes bioativos t€ém promovido efeito benéfico
significativo na promoc¢do da satde e prevencdo de doengas, por meio de sinais que sdo
detectados pelo sistema sensor celular, afetando a expressdo do genoma em varios niveis, €
subsequentemente a produgdo de seus metabdlitos (GARCIA-CANAS et al., 2009).

A prevencido do cancer e de outras doencas relacionadas ao processo de mutagénese (ex:
aterosclerose, doengas cerebrovasculares e doengas degenerativas do coracdo) pode ser feita de
trés maneiras: evitando a exposi¢do aos agentes mutagénicos ou carcinogénicos, favorecendo a
ingestdo de fatores protetores e fortalecendo os mecanismos de defesa do organismo (DE FLORA
& FERGUSON, 1998).

Muitos compostos antimutagénicos e anticarcinogénicos tém sido estudados “in vitro” e
“in vivo”, a partir de constituintes encontrados na natureza e, por conseguinte, nos alimentos.
Deste modo, a dieta pode ser o fator chave na determinacdo da instabilidade gendmica e na

prevengdo de certas doengas (RIBEIRO et al., 2003).

1.1 o-tomatina

O tomate (Lycopersicon esculentum) é um vegetal amplamente consumido pelo homem
por ser rico em varios compostos promotores da saide como vitamina C, vitamina E, folato,
potassio, flavonoides, beta-caroteno e licopeno (LEONARDI ez al., 2000; WILLCOX et al.,
2003).
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Figura 1. Estrutura quimica do composto a-tomatina
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Fonte: Lee et al., 2004

Um dos glicoalcaloides encontrado no tomate ¢ o glicoalcaloide esterioidal a-tomatina,
que consiste em um tetrassacarideo ramificado, -D-glucopiranosil-(1—2)-[B-D-xilopiranosil-
(1-3)]- B-D-glucopiranosil-(1—4)-D-galactose, ligado ao O-3 da aglicona esteroidal,
tomatidina. Esse glicoalcaloide ¢ encontrado principalmente em tomates imaturos, contendo uma
média de 4 — 7 mg a-tomatina/100 g do fruto fresco, sendo parcialmente degradado de acordo
com os niveis de amadurecimento do fruto. O conteudo de a-tomatina em tomates maduros varia
entre 0,03 — 0,6 mg a-tomatina/100 g do fruto fresco (FRIEDMAN et al., 1994; KEUKENS et
al., 1995; BLANKEMEYER et al., 1997, KOZUKUE & FRIEDMAN, 2003; JONES et al.,
2005).

Concomitantemente com a descoberta da a-tomatina, varios estudos demonstraram que
esta molécula possui propriedades bioldgicas contra fungos, bactérias, virus, insetos, patdgenos
humanos como Escherichia coli e Staphylococcus aureus, atuando no papel da resisténcia de
patdgenos e predadores na planta do tomate, sugerindo que esta molécula poderia também ser
biologicamente ativa farmacologicamente e nutricionalmente em animais e seres humanos
(FRIEDMAN, 2002; WALKER et al.,2008).

Pelas suas propriedades envolvidas na resisténcia de hospedeiro-planta de fitopatogenos
e suas propriedades farmacoldgicas, Blankemeyer et al. (1997) realizaram um estudo expondo

embrides e peles de sapo a varias concentragdes de o-tomatina, e demonstraram que o mecanismo
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fundamental contra fungos, insetos e outros fitopatdogenos devem-se a ruptura das membranas,
alteragdes nos fluxos de ions e correntes intersticiais entre as membranas.

Em estudos realizados com fungo patogé€nico filamentoso Fusarium oxysporum,
expostos a a-tomatina, os autores sugeriram que este glicoalcaloide ativa as vias de sinalizagdo da
fosfotirosina-kinase e da proteina monomérica G levando ao aumento de Ca”™ e a acumulagio das
espécies reativas de oxigénio (ROS), consequentemente levando a morte celular programada
deste fungo (ITO et. al., 2007).

Estudos com hamsters suplementados com 20 mg de a-tomatina por dia, demonstraram
que este composto foi altamente eficaz na redugdo do colesterol. Observou-se redugdo
significativa de 41% do colesterol LDL, nenhuma redu¢do do colesterol HDL e diminui¢ao de
45% na razdo LDL:HDL. Isto deve-se a forma¢do de um complexo insolavel no trato digestorio
entre a o-tomatina e o colesterol, que € entdo eliminado pelas fezes (FRIEDMAN et.al., 2000).

O principal efeito biologico dos glicoalcaloides em mamiferos é o rompimento da
membrana celular pela ligacdo esterol e inibicdo da colinesterase. Entretanto, a a-tomatina tem
sido destacada pelo seu potencial em atividades em certos tipos de linhagens celulares.

Lee et. al (2004) demonstraram que a tomatina comercial (mistura de a-tomatina e
dehidrotomatina) ¢ um potente inibidor de células de cancer de colon HT29. Em outro estudo
realizado com célula de carcinoma de pulmao A549, a a-tomatina reduziu as atividades da matriz
metaloproteinase-2 (MMP-2), matriz metaloproteinase-9 (MMP-9) e do ativador do
plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA), pela supressdo do fosfanositidio 3-kinase/Akt
(PI3K/Akt) ou vias de sinalizagdo ERKI1 / 2 e de inibi¢do da NF-KB ou atividades API,
sugerindo que a a-tomatina possa agir como um agente antimetastatico contra adenocarcinoma de
pulmao humano (SHIH et.al., 2009).

Friedman et al. (2009) avaliaram varias concentragdes de a-tomatina extraida de tomates
verdes (Lycopersicon esculentum), e observaram a inibi¢do significativa da proliferacdo de
células de carcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de célon (HT29), carcinoma gastrico (AGS),
hepatoma (HepG2), assim como a célula normal de figado (Chang).

A tomatina (comercialmente constituida por a-tomatina e dehidrotomatina) como
adjuvante em vacinas também se mostrou altamente efetiva como um imunoestimulador,
utilizada para potencializar a imunogenicidade de antigenos da proteina e para provocar a

resposta citotoxica dos linfécitos T de animais imunizados e em ratos com maldria. Apos 12 dias
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da imunizagdo subcutdnea de ratos com uma formula¢do de ovoalbumina contendo tomatina,
foram observadas potentes respostas imunes CTL, CD8" (AL-WANDAWI et al., 1985; YANG et
al.,2002; MORROW, 2004; HEAL & TAYLOR-ROBINSON, 2010).

1.2 Toxicologia “in vitro”

A cada ano s3o produzidos mais de 1.000 novos produtos, que incluem substancias
quimicas, medicamentos, cosméticos, pesticidas, aditivos alimentares dentre outros. A
necessidade de avaliar experimentalmente as toxicidades das substancias ¢ de extrema
importancia para a saude publica no sentido de garantir a seguranga da populacdo humana e
animal.

Viarios fatores ambientais e nutricionais podem induzir ou promover processos
neoplésicos, dependendo da presenca de componentes especificos dos alimentos, quantidade e
duracdo da exposicdo submetida. Isso ocorre pela complexidade bioldgica e quimica da dieta e
da dificuldade em estabelecer quais aspectos do ambiente e estilo de vida sdo ideais. Dentro deste
aspecto, faz-se necessaria a utilizacdo de ferramentas como os biomarcadores para se determinar
uma quantidade segura dos alimentos e seus componentes (HERCEG, 2007; MENDRICK,
2008).

O modelo de ensaio "in vitro" obteve grande aplicagdo na investigagdo toxicologica,
propiciando ferramentas avangadas, protocolos confidveis e informacdo mecanicista. Estes
avangos ocorreram gragas a diferentes abordagens, melhoria quimica para o teste e validagdo dos
procedimentos, com o fim de explorar as bases celulares e moleculares de toxicidade, e estudar as
modificagdes que os xenobioticos sofrem no ambiente celular (REPPETO, 1995).

Inicialmente, a aten¢do foi primariamente focada nos mecanismos que ocorrem no
interior das células quando entram em contato com substincias toxicas, ao invés de se
compreenderem as causas € as formas como ocorrem. Em seguida, o interesse concentrou-se nos
mecanismos de acdo de toxicos, também pela melhoria das metodologias de cultivo, como a
substituicdo do Fetal Calf Serum por coquetéis de nutrientes especificos, uso de fatores de matriz
extracelular capazes de promover diferenciacdo celular, promovendo a melhoria da interacdo

célula-célula em modelos tridimensionais (ZUCCO et al., 2004).



19

Atualmente, um dos principais objetivos dos sistemas “in vitro” tem sido a reprodugéo
das caracteristicas do tecido original e suas interagdes célula-célula, para simular, na medida do
possivel, o ambiente vivo. Além disso, os testes de citotoxicidade “in vitro” permitem o controle
cuidadoso do ambiente fisico-quimico e fisioldogico do ambiente, dando consisténcia a amostra e
aos dados, admitindo dessa forma a reducdo do niimero de repeti¢des, a simplificacdo da analise
estatistica, o controle da concentragdo e duragdo da exposicdo da droga, e o baixo custo

(FRESHNEY, 2001; ZUCCO et al., 2004).

1.3 Apoptose

A apoptose ¢ um processo ativo de morte ordenado e sincronizado, caracterizado
morfologicamente por condensacdo do citoplasma e da cromatina nuclear, ruptura da membrana
plasmatica, terminando com a fragmentagao da cromatina e fagocitose. Em termos bioquimicos,
as células apoptoticas expdem fosfatidilserina na por¢do externa da membrana plasmatica e
sofrem a fragmentagdo do DNA, que envolvem duas principais vias de sinalizagdo: uma implica a
morte de receptores ao nivel da membrana plasmatica, enquanto o outro ¢ regulado pela Familia
Bcl-2 de proteinas, incluindo proteinas pré-apoptoticas e antiapoptdticas (WETZEL & GREEN,
1999; KERR et al., 2002).

Durante este processo ativo de morte celular, uma célula individual ¢ desencadeada por
um programa genético, culminando na fragmentacdo do DNA, condensacdo do ntcleo e
citoplasma, e separagdo de protuberdncias (blebs) formadas na superficie das células. A
fragmentag@o celular ocorre sem a liberagdo do contetido celular no meio tecidual circundante,
evitando uma resposta inflamatoria (necrose), uma caracteristica crucial da apoptose que permite
a morte celular sem dano as células adjacentes (KERR et al., 1972; UEDA, 1994; KANNAN &
JAIN, 2000).

Quando as alteragdes no DNA sdo prejudiciais para a célula e ndo ha corre¢do do dano,
para que este dano ndo seja passado a frente para as células filhas (e se o dano ndo pode ser
reparado pelo mecanismo de reparo celular), a célula sofre morte por apoptose (ROBBINS et al.,

2005).
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As mitocondrias t€ém se destacado por desempenhar papel fundamental na regulagdo da
morte celular, sendo consideradas como principais locais de agdo de proteinas Bel-2. A apoptose
pode ser associada com a perturbagdo do potencial transmembrana mitocondrial e liberacdo de
moléculas soluveis a partir do espago intermembrana mitocondrial.

A liberacdo de citocromo C, se ndo ¢ um evento universal, ocorre em muitos modelos
toxicos mediados pela apoptose. Especificamente, as diferentes proteinas pré-apoptdticas tais
como citocromo C e Smac/Diablo, que estdo presentes no espaco intermembranar dessas
organelas sdo liberadas durante as fases iniciais da apoptose. Uma vez no citosol, o citocromo C
participa na formagdo do complexo apoptossomo juntamente com sua molécula adaptadora,
Apaf-1, resultando no recrutamento, processamento e ativacdo da caspase-9, na presenga de
dATP ou ATP. Em seguida, a caspase-9 cliva e ativa a maturacdo catalitica da caspase-3 e outras
caspases efetoras que sdo responsaveis pela clivagem de varias proteinas levando a caracteristicas
bioquimicas e morfoldgicas da apoptose. A liberagdo do citocromo C é, portanto, considerada
uma etapa inicial fundamental no processo de apoptose, apesar de os mecanismos precisos que
regulam este evento ainda ndo estarem claros (KOOPMAN et al., 1994; LIU et al., 1996; SLEE
etal., 1999; ROBERTSON et al., 2000; GOGVADZE & ORRENIUS, 2006).

J& as caspases, estdo presentes constitutivamente em formas precursoras (30-50 kDa), as
quais sdo clivadas proteoliticamente para a ativagdo. As caspases sdo comumente divididas em
dois grupos: caspases iniciadoras com pro-dominio longo (caspase-2, -8, -9 e -10) e caspases
efetoras (caspase-3, -6 ¢ -7) com pro-dominio curto. As caspases iniciadoras sdo ativadas com a
ajuda do adaptador de moléculas, uma vez ativadas, estas sdo responsaveis pela clivagem e
ativacdo das caspases efetoras. As caspases efetoras, por sua vez, clivam em outras pro-caspases
bem como uma série de outras proteinas celulares, levando as alteragdes bioquimicas e

morfologicas da apoptose (ORRENIUS, 2004; GOGVAGZE & ORRENIUS, 2006).
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1.4 Ensaios Biologicos

1.4.1 Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Os ensaios de citotoxicidade “in vitro” permitem o controle cuidadoso das caracteristicas
fisico-quimicas, dando consisténcia de amostragem e dados reprodutiveis das linhagens celulares,
além da simplicidade na execug@o e andlise. Estes testes sdo baseados na alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica e consequente liberagdo de componentes no
sobrenadante ou na absor¢do de corantes, normalmente, excluidas por células viaveis (WYLIE,
2008).

A avaliagdo da citotoxicidade ¢é essencial para determinacdo de concentragdes
citotdxicas basais e para definir os niveis de intervalo de concentragdo para fornecer informagdes
significativas sobre os parametros dos testes “in vitro” (EISENBRAND et al., 2002).

Para muitos testes bioldgicos € interessante a analise de sobrevivéncia e proliferacdo das
células, sob acdo de uma substidncia, como um parametro inicial de toxicidade. Isso pode ser
determinado pelos testes de citotoxicidade, sendo os mais comumente empregados: o neutral red
teste, o teste de dosagem proteica, teste da lactato desidrogenase (LDH), teste da mensuragdo do
ATP e o teste do [3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromide] (MTT) (FOTAKIS
& TIMBRELL, 2006; ULUKAYA et al., 2008).

O Ensaio do MTT ¢ um método amplamente utilizado para a analise de citotoxicidade,
viabilidade celular e proliferagdo de células vivas. O mais utilizado foi proposto por Mossman
(1983) (4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromide] (MTT), no qual as células vivas
coradas em roxo podem ser analisadas colorimetricamente. A redugcdo do MTT ¢ geralmente
atribuida a atividade mitocondrial, mas também tem sido relacionada as enzimas ndo-
mitocondriais, assim como os endossomas e lisossomos. Os resultados podem ser lidos em
espectrofotdometro de varredura (leitor de ELISA). As principais vantagens deste ensaio s3o a sua

rapidez e precisdo (VELLONEN, 2004; MOSSMAN, 1983).
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1.4.2 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular pode ser definida como o numero de células saudaveis na amostra
por contagem manual sob microscopia de luz em cdmara de Neubauer, utilizando-se o reagente
azul de tripan.

O azul de tripan ¢ impermedvel a membrana celular, corando apenas células que
sofreram dano em sua membrana, ou seja, as que estdo mortas serdo coradas, naquelas em que a

membrana se encontra integra, o corante ndo conseguird penetrar.

1.4.3  Ensaio para Detec¢do de Apoptose “in situ”

O termo apoptose € derivado da designagdo grega para “decadéncia”. Foi primeiramente
reconhecida em 1972 por Kerr et al., para definir caracteristicas morfologicas como vesiculas
citoplasmaticas, condensag@o da cromatina, retragdo celular e perda da aderéncia (PALLARDI et
al., 1997; KIECHLE et al., 2002).

De acordo com Robbins et al. (2005), a apoptose é a via de morte celular induzida por
programa celular altamente regulado, em que as células ativam enzimas que degradam seu DNA
nuclear e as proteinas citoplasmaticas, com permanéncia da membrana plasmatica intacta, mas
com alterac@o da forma tornando-se alvo primario da fagocitose.

A apoptose ocorre naturalmente no processo de morte celular, sendo essencial para o
desenvolvimento normal e a manuten¢do da homeostase dos organismos multicelulares, sendo
importante para a remog¢@o de c€lulas danificadas, infectadas ou potencialmente neoplasicas. A
apoptose pode ser desencadeada por inumeros fatores como sinais mediados por receptores,
remo¢do do fator de crescimento, drogas antitumorais e, em algumas condi¢des danos no DNA
(KERR et al., 1994; THOMPSON et al., 1995; KIECHLE et al., 2002).

A resposta celular a um efeito toxico pode ser reversivel, quando resultante de privagéo
de nutrientes ou fatores de crescimento ou quando controlada positiva ou negativamente por um
regulador de crescimento; ou irreversivel, quando as células entram em apoptose, senescéncia ou

se diferenciam (FRESHNEY, 2001).
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Considera-se que a apoptose ¢ um fendmeno que auxilia na manutengdo da homeostase
tanto do ponto de vista fisiologico como patologico do organismo (SHAH et al., 1994;
ROBBINS et al., 2005).

A inducdo da apoptose pode ser investigada via diversos pardmetros: alteragdes na
morfologia celular, rearranjos nas membranas, fragmentacdo do DNA, ativacdo de caspases,
liberagdo do citocromo C da mitocondria, entre outros (EISENBRAND ez al., 2002).

A identificacdo da apoptose, por andlise das alteragdes morfologicas, por exemplo,
constitui um procedimento padrdo pela sua simplicidade, baixo custo e precisio (PLENCHETTE
et al., 2004). A técnica faz uso de corantes, como por exemplo, o alaranjado de acridina, que

penetram na célula e coram seu DNA (WYLLIE, 2008).

1.4.4 PCR em Tempo Real

Os perfis de expressdo génica tem sido uma das principais ferramentas da biologia
molecular. A reagdo quantitativa de cadeia em polimerase (RT-qPCR) consiste em um método
que difere de outros métodos de avaliacdo da expressdo gé€nica pela sua acuracia, sensibilidade,
simplicidade e rapidez na mensurag¢do da expressdo dos genes. Esta técnica permite a analise das
diferencas quantitativas nos diversos niveis de expressdo génica entre diferentes amostras, por
meio da quantificacio de uma sequéncia de polinucleotideos selecionada, amplificando a sua
concentracdo inicial para um nivel em que a detecgdo exata pode ser realizada (DERVEAUX et
al., 2010; TAYLOR et al., 2010; TICHOPAD et al., 2010).

O SYBR Green ¢ fluor6foro em suspensdo, agente intercalante que emite sinais de
fluorescéncia verde com a excitagdo da luz emitida pelo sistema dptico do termociclador quando
se liga entre a fita dupla do DNA. Esta fluorescéncia ¢ medida em fung¢do da temperatura,
reduzindo gradualmente de acordo com o aumento na temperatura do produto amplificado
(VALONES et al., 2009).

No inicio da amplificagdo, as moléculas ndo-ligadas do SYBR Green apresentam
fluorescéncia fraca. Apos o reconhecimento dos iniciadores, algumas moléculas do SYBR Green
podem se ligar a fita dupla previamente formada. Durante a polimerizacdo, as moléculas do

SYBR Green vao se ligando ao DNA recém-sintetizado, com registro no aumento da temperatura
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em pequenos incrementos de 65°C a 95°C. Este aumento de temperatura desnatura gradualmente
o DNA, as moléculas do SYBR Green sdo liberadas, e consequentemente induz a uma forte
queda na redugdo da fluorescéncia quando ambas as fitas separam-se completamente. No final da
etapa de extensdo de cada ciclo do PCR ¢ possivel monitorar a quantidade de DNA amplificado
pela detec¢do da fluorescéncia (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004; BENES & CASTOLDI,
2010).

A detecgao pelo SYBR Green apresenta grandes vantagens pela sua sensibilidade, baixo

custo e pela possibilidade de utilizagdo em diferentes pares de primers.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da a-tomatina na citotoxicidade, cinética de proliferacdo celular,

inducdo de apoptose e expressao génica em células de adenocarcinoma intestinal humano HT29.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a citotoxicidade da a-tomatina nas células, por meio do ensaio do MTT;

Averiguar o efeito da a-tomatina na proliferagdo celular;

Analisar a atuag¢do da a-tomatina na indug@o apoptdtica;

Avaliar o padrio de expressdo dos genes APC, f-Catenina, e Ciclina A2 envolvidos no
controle do ciclo celular, BAK, BAX, BCL-XL e CASP9Y9 envolvidos na apoptose, apds o

tratamento com a a-tomatina utilizando da técnica de PCR em Tempo Real.
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3. RESULTADOS

Os resultados estdo sendo apresentados sob a forma de um artigo submetido para a
publicagdo no periddico Toxicology in vitro.

Efeitos da a-tomatina na proliferaciao celular, apoptose e expressao
de RNAm dos genes APC, Ciclina A2, Catenina, CASP9, BAK, BAX e
BCL-XL em células HT29
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RESUMO

A o-tomatina ¢ um glicoalcaldide esterdide encontrado principalmente em tomates verdes
imaturos (Lycopersicon esculentum) com funcgdes bioldgicas importantes, destacando-se a
inibi¢do do crescimento de células cancerosas e o efeito antimetastatico. O presente estudo teve
como objetivo avaliar a citotoxicidade da a-tomatina, os efeitos na proliferacdo celular, na
inducdo da apoptose morfoldgica e na expressdo de RNAm dos genes APC, Ciclina A2, Catenina,
CASPY, BAK, BAX e BCL-XL em células HT29 por meio da técnica do qPCR em tempo real. As
células HT29 foram tratadas com trés concentragdes de a-tomatina (0,1, 1 e 10 pg/mL), sendo que
para a avaliag@o da expressdo génica utilizou-se apenas a concentragdo de 1 pg/mL de a-tomatina.
A andlise estatistica foi realizada por ANOVA/Tukey para o ensaio do MTT. Para o ensaio de
cinética de proliferagdo celular, viabilidade celular e da indug¢do de apoptose utilizou-se
ANOVA/Dunnet. Por meio do Software Rest©, foi realizada a analise de expressdo génica. Os
resultados dos estudos experimentais indicaram que a o-tomatina foi citotéxica apenas na
concentragdo de 10 pg/mL. Na avaliacdo da proliferacdo celular houve diferenga significativa
apenas no tratamento com o-tomatina na concentracdo de 10 pg/mL em que a proliferagdo celular
foi inibida desde as primeiras 24 horas de tratamento. Na analise de apoptose morfoldgica ndo houve
diferencas significativas em nenhum dos tratamentos avaliados. Com relacdo aos resultados de
expressdo génica, apenas o gene APC teve sua expressdo alterada, de modo significativo, pelo
tratamento com a a-tomatina. Com base nos nossos resultados, podemos sugerir que a o-tomatina
possui atividade antiproliferativa nas primeiras 24h de tratamento, ndo induz a apoptose nessa
linhagem celular utilizada e provoca o rompimento das membranas celulares, consequentemente,
aumentando a expressdo do gene APC relacionado ao ciclo celular.

Palavras-chave: a-tomatina; expressdo génica; APC, Ciclina A2, f-catenina, Caspase-9, BAK, BAX
e BCL-XL.
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1. Introducio

Em 2010, estima-se a ocorréncia de 487.270 novos casos de cancer, sendo que até o ano
de 2008 foram registrados 12,4 milhdes de casos ¢ 7,6 milhdes de 6bitos no mundo, de acordo
com a World Cancer Research Fund (1997) e o Instituto Nacional do Cancer (2010). No Brasil, o
cancer colorretal ocupa o terceiro tipo mais comum, equivalendo a 9,4%, consistindo em 1
milhdo de novos casos nos paises desenvolvidos (INCA 2010).

A exposicdo nutricional desde a primeira infancia ¢ um determinante importante na
expressao fenotipica durante a vida adulta do individuo e é provavel que afete a vulnerabilidade a
doengas cronicas, incluindo o cancer. Estima-se que a dieta influencia de 30 a 40% de todos os
casos de canceres. Por meio da dieta € possivel alterar o risco do desenvolvimento da doenga,
pela modulagdo dos multiplos processos envolvidos com o inicio, incidéncia, progressdo e/ou na
severidade. Considera-se também que os componentes dietéticos podem atuar, direta ou
indiretamente, na protecdo nos diversos estagios do processo do cancer, no genoma humano,
alterando a expressdo dos genes e seus produtos. Os compostos bioativos dos alimentos podem
modificar, simultaneamente, mais de um processo do cancer, incluindo diversos eventos, tais
como o metabolismo carcinogénico, balango hormonal, sinalizagdo celular, controle do ciclo
celular, apoptose e angiogénese. Estes componentes bioativos encontrados nos alimentos incluem
os nutrientes essenciais (calcio, zinco, selénio, folato, vitaminas C, D e E), assim como os
componentes ndo-essenciais (carotenoides, flavonoides, indoles, acidos linoleicos conjugados, e
acidos graxos ®-3) (DAVIS & MILNER, 2004; TRUJILLO et. al., 2006; ARDEKANI &
JABBARI, 2009)

Os glicoalcaloides consistem em uma estrutura composta por seis anéis de esteroide
(aglicona) com uma molécula de agucar anexada a posi¢ao trés do primeiro anel, e um atomo de
nitrogénio no final do sexto anel da molécula. Dentre os glicoalcaloides mais conhecidos
destacam-se a a-solanina e a a-chaconina da batata e, também a a-tomatina do tomate. O
glicoalcaloide encontrado no tomate ¢ o glicoalcaloide esterioidal a-tomatina, que consiste em
um tetrassacarideo ramificado, B-D-glucopiranosil-(1—2)-[B-D-xilopiranosil-(1—3)]- B-D-
glucopiranosil-(1—4)-D-galctose, ligado ao O-3 da aglicona esteroidal, tomatidina. Esse
glicoalcaloide ¢ encontrado principalmente em tomates imaturos, contendo uma média de 4 — 7

mg o-tomatina/100 g do fruto fresco, sendo parcialmente degradado de acordo com os niveis de
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amadurecimento do fruto. O contetido de a-tomatina em tomates maduros varia entre 0,03 — 0,6
mg oa-tomatina/100 g do fruto fresco (FRIEDMAN et al., 1994, KEUKENS et al., 1995;
BLANKEMEYER et al., 1997; KOZUKUE & FRIEDMAN, 2003; JONES et al., 2005).

A o-tomatina possui propriedades bioldgicas importantes como antifungicida,
antibactericida, antiviral, antimetastatico, capacidade de rompimento da membrana celular,
redugdo significativa do colesterol LDL, imunoestimulador e, principalmente, atividade
antiproliferativa (BLANKENMEYER et al., 1997; FRIEDMAN et al., 2000; FRIEDMAN, 2002;
ITO et al., 2007; LEE et al., 2004; MORROW, 2004; WALKER ef al.,2008; FRIEDMAN et al.,
2009; SHIH et al., 2009; HEAL & TAYLOR-ROBINSON, 2010).

A apoptose consiste em um evento importante durante o processo de desenvolvimento
dos organismos. No entanto, quando ndo estd regulada corretamente pode resultar em doengas
como anormalidades no desenvolvimento, doengas autoimunes, neurodegenerativas e cancer
(ELMORE, 2007). A morte celular (apoptose) estd envolvida no ciclo normal de
desenvolvimento e maturagdo das células, sendo um componente de muitas respostas dos tecidos
vivos aos agentes xenobioticos e as modulagdes endogenas, como inflamagdo e disturbios com o
suprimento sanguineo. A apoptose também apresenta papel importante no desenvolvimento,
prevengdo e terapia do cancer (KANDUC et al., 2002). A manutengdo do balango entre
proliferacdo celular e apoptose ¢ de fundamental importancia para a fun¢do celular normal. Uma
perturbacdo nesse balango ¢ a causa primaria de tumores (JOHNSTONE et al., 2002).

Considerando os efeitos benéficos da a-tomatina, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antiproliferativa, a capacidade de indug@o apoptdtica e a expressdo dos genes
relacionados ao controle do ciclo celular APC, f-catenina, Ciclina A2 e a apoptose BAK, BAX,
BCL-XL, e caspase-9, em cultura de células epiteliais de adenocarcinoma intestinal, tratadas com

o-tomatina.
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2. Materiais e métodos

2.1 Linhagem celular e condigoes de cultivo

A linhagem de célula intestinal (célula de carcinoma intestinal HT-29) foi adquirida no
Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As células foram cultivadas em
frasco de cultura 25 cm?, com meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Gibco)) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco), em estufa de CO; (5%), ambiente

umidificado e a 37°C.

2.2 Agente indutor de danos

Como agente indutor de danos, utilizou-se a Doxorrubicina (CAS: 23214928; Rubex®),
um potente agente cancerigeno, preparada em Dimetilsulfoxido (DMSO). A concentragdo de
Doxorrubicina utilizada para o tratamento das células HT 29 foi de 2 pg/mL, definidos

previamente em experimentos piloto.

2.3 o -tomatina

A o-tomatina (CAS 17406-45-0) foi utilizada na forma sintética, sendo diluida em
Dimetilsulfoxido (DMSO). Foi obtida da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO e utilizada em trés
concentracdes (0,1, 1 e 10ug/mL) de tratamento para cada teste, previamente definidas em

experimentos piloto.
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Figura 2. Férmula molecular da a-tomatina (CsoHg3sNO;;)
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Fonte: Keukens ef al., 1995.

2.4 Ensaio de Citotoxicidade (MTT)

O ensaio de citotoxicidade MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheny-tetrazolium-
bromide] foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Mossman (1983). As células HT
29 foram semeadas em placa de cultivo celular de 96 pogos com densidade de 2,0 x 10*
células/pogo expostas ao tratamento durante 24h com diferentes concentragdes de a-tomatina (0,1
pg/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL), doxorrubicina (2ug/mL) e com PBS e DMSO como veiculos
controle. Ao final do periodo de 24h, os tratamentos foram descartados e as células foram lavadas
com PBS. Em seguida, as células foram incubadas a 37°C durante 4h com MTT (CAS 298-93-1;
Sigma Aldrich; 0,005 g de MTT; 5 mL de PBS; 10 mL de meio de cultura sem soro). Apos este
periodo, o meio de cultura foi removido, acrescentou-se DMSO e foi realizada a leitura em Leitor

Elisa com filtro de 550 nm. O experimento foi realizado em triplicata.
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2.5 Andlise da Cinética de Prolifera¢do Celular

Para este ensaio foram semeadas 2,0 x 10* células em frascos de cultura. As células
foram tratadas utilizando indutor de danos (Doxorrubicina 2 pg/mL), Controle (1% de DMSO),
a- tomatina (0,1 pg/mL, 1 ug/mL e 10 pg/mL). Esse procedimento foi realizado em quatro
tempos (24, 72, 48 e 96h), nos quais as células foram coletadas e contadas na camara de
Neubauer. Apds a andlise, foi possivel obter uma curva de proliferacdo celular. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

2.6 Andlise da Viabilidade Celular pela Técnica de Exclusdo de Azul de Tripan

Ap6s a colheita das células nos frascos de cultura e centrifugagdo, foram obtidos 20 pL
de suspensdo celular no qual foram acrescentados 20 pL de Azul de Tripan, obtendo-se o fator de
diluigdo 1:1.

A mistura foi pipetada em cdmara de Neubauer, analisada com a utilizagdo do
microscdopio, obtendo-se a porcentagem de viabilidade celular, pela propor¢do entre o numero de
células viaveis e células ndo-viaveis, a qual deveria ser maior ou igual a 80%.

O ensaio foi realizado em triplicata concomitantemente ao ensaio de cinética de

proliferagdo celular.

2.7 Ensaio para Detecgdo de Apoptose “in situ”

A identificagdo das células apoptoticas foi realizada pela andlise do padrio de
fragmentacdo do DNA nuclear apos coloragdo com alaranjado de acridina. O tratamento das
células foi realizado apods estabilizagdo em cultura (24h), com as concentragdes testadas (0,1
pg/mL, 1 pg/mL e 2 pg/mL). A concentragdo de 2 pg/mL foi biologicamente aceita apds novos

testes com concentracdes menores, pois a concentracdo de 10 pg/mL foi considerada letal para
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esse ensaio. Apos as 24h de tratamento, a colheita foi realizada de acordo com o protocolo
descrito por Rovozzo & Burke (1973).

Apo6s lavagem com PBS, a laminula foi retirada do tubo de cultura e fixada em fixador
de Carnoy por 5 min. mergulhada rapidamente em cada uma das placas contendo concentragdes
decrescentes de etanol (95% a 25%), seguida pela lavagem com Tampao Mcllvaine por 5 min,
coloragdo com alaranjado de acridina (0,01%, 5 min) e nova lavagem com o tampao.

Os experimentos foram realizados em trés repeticdes e 1.500 células foram analisadas
por tratamento em microscopio de fluorescéncia (filtro de excitagdo de 420-490 nm e filtro de

barreira de 520 nm).

2.8 PCR em Tempo Real

As células foram semeadas em frascos de cultura de 25 ¢cm?, em uma densidade de 2,0 x
10* células/frasco e incubadas para o crescimento celular durante 24h. Entdo, foram tratadas
durante 12 horas nos seguintes grupos experimentais: (1) controle negativo; (2) o-tomatina
lpug/mL.

Em seguida, o RNA total foi extraido com Trizol LS (Invitrogen) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo e analise de integridade do
RNA através da eletroforese em gel de agarose 0,8%.

A sintese de cDNA foi realizada pela etapa de transcri¢do reversa utilizando-se primer
oligo (dT) (10 pmol/uL Prodimol) e transcriptase reversa (M-MLV reverse transcriptase —
Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante, e entdo, armazenado a -80°C.

As amostras de cDNA foram quantificadas através do espectofotometro (260 nm e 280
nm). Diluiu-se 1pL da amostra em 99 pL de Tampao TE (Tris HClI 0,01M, EDTA 1mM,
pH=8,0).

Apoés a quantificacdo, foi adicionada em um Unico microtubo a triplicata da amostra,
homogeneizada e redistribuida em trés novos microtubos. Esses foram mantidos no freezer -80°C
até a realiza¢do do PCR em tempo real.

As reagdes foram montadas em placas de propileno com 96 pogos. O ciclo de PCR

ocorreu de acordo com o seguinte protocolo: pré-aquecimento em 50°C por 1 min, desnaturagao
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do cDNA a 95°C por 3 min e 35 ciclos, compostos de 95°C por 20 segundos; anelamento dos
primers a 60°C durante 30 segundos, e extensdo a 72°C, por 20 segundos. As curvas de
dissociagdo foram estabelecidas da seguinte forma: 95°C por 15 segundos, 60°C por 20 segundos
e 95°C por 15 segundos. A andlise da curva de melting foi realizada no final da reagdo com
temperatura que variou de 50°C a 95°C a cada 0,5°C por 5 segundos.

Os tratamentos foram avaliados em duplicata e as reagdes foram realizadas no
termociclador PTC 200 DNA Engine Cycler, usando o sistema de detec¢do Chromo4 (MJ
Research), utilizando conjuntos de primers (APC, Ciclina A2, [-catenina, CASP9, BAK, BAX e
BCL-XL) e o gene normalizador primers para gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH)

amplificados em cada conjunto de experimentos de PCRs, descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados na reagdo de PCR em Tempo Real

Gene Primers

F: 5" GAA GGT GAA GGT CGGAGTC¥

GAPDH

R: 5> GGA AGA TGG TGA TGG GAT TT 3’

F: 5> AAA GCG CCA TGA TAT TGC ACG GCT 3’
APC

R: 5> TGT TTG CTG TGC TCA CGT TTC CAG 3’

F: 5’ CCT ATG CAG GGG TGG TCA AC 3’
- Catenina

R: 5 CGA CCT GGA AAACGCCATCA ¥

F: 5" CAA GAT TGC CAC CAG CCT GTTTGA 3’
BAK

R: 5" ATG CAG TGA TGC AGC ATG AAG TCG 3’

F: 5 TTT CTG ACG GCA ACT TCA ACT GGG 3’
BAX

R: 5 TGT CCA GCC CAT GAT GGT TCT GAT 3’

F: 5> TGG GCT CAC TCT TCA GTC GGA AAT 3’
BCL-XL

R: 5> ATG TAG TGG TTC TCC TGG TGG CAAY’
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F: 5 GCT CTT CCT TTG TTC ATC TCC3’
CASPY
R: 5 GTT TTC TAG GGT TGG CTT CG3’

F: 5> GACCCT GCATTTGGC TGT G 3’
Ciclina A2
R: 5> ACA AAC TCT GCT ACT TCT GG 3’

2.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica do ensaio do MTT foi realizada pela andlise de varidncia
(ANOVA), seguida do teste de Tukey (0=0,05), pelo Programa GraphPad Instat.

Os dados obtidos no ensaio de cinética de proliferacdo celular, viabilidade celular e
avaliacdo da inducdo de apoptose foram analisados estatisticamente pela andlise de variancia
(ANOVA), seguida do teste de Dunnet (0=0,05), pelo Programa GraphPad Instat.

Os niveis de expressdo dos genes em estudo foram analisados pelo Software Rest

(PFAFLL et al., 2002), através do calculo estimado pelo método AACt (PFAFLL, 2001) .

3. Resultados

3.1 Ensaio do MTT

Na Figura 3 estdo apresentados os valores de absorbancia (médiatdesvio-padrao)
obtidos pelo ensaio do MTT apos tratamento com a a-tomatina a varias concentragdes (0,1, 1 e
10 pg/mL) em células HT29 por 24h. Os valores apresentados pelo tratamento com a a-tomatina
na concentragdo de 0,1 pg/mL, ndo apresentou diferencas significativas em relagdo ao controle.
Ja na concentragdo de 1 pg/mL, observa-se que houve diferenca significativa em relagdo ao

controle. Quando as células foram tratadas com 10 pg/mL, houve morte celular, indicando que a
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a-tomatina nessa concentracdo ¢ citotoxica. Pode-se verificar que com o aumento da

concentracdo da a-tomatina hé efeito inibitorio das células.

3.2 Ensaio de Proliferacdo Celular

A Figura 4 apresenta a cinética de proliferacdo celular de cada tratamento, nos tempos
de 24, 48, 72 e 96h. Nos tratamentos com o agente indutor e nas concentragdes de 0,1, 1 e 10
pg/mL de o-tomatina houve diferengas significativas entre os tratamentos no tempo de 24h em
relacdo ao controle. Na maior concentracdo avaliada (10pg/mL) ndo houve aumento da
proliferagdo celular nas primeiras 24h de tratamento. Apds 48h de tratamento ndo houve nenhum
aumento significativo na proliferacdo das células. Apds 72h de tratamento, notou-se diminui¢ao
na proliferagdo celular das células tratadas com o agente indutor de danos, quando comparadas ao
controle. Nas concentragdes de 0,1 e 1 pg/mL de o-tomatina houve aumento da proliferagado
celular sem diferencgas significativas em relacdo ao controle. No tratamento de 96h, houve
diferencgas significativas quando comparamos a taxa de proliferacdo do controle com a das células
tratadas com a maior concentracdo de o-tomatina e o agente indutor doxorrubicina. Nas
concentracdes de 0,1 e 1 pg/mL de a-tomatina houve aumento da proliferagdo celular, porém

sem diferenca significativa em relacdo ao controle.

3.3 Viabilidade Celular

A viabilidade celular das células tratadas nas concentragdes 0,1 pg/mL, 1 ug/mL de a-
tomatina apresentou-se superior a 80% em todos os tempos de tratamento. No entanto, na
concentracdo de 10 pg/mL as células apresentaram viabilidade celular de 0% em todos os tempos
de tratamento. As células que foram tratadas com o agente doxorrubicina apresentaram
viabilidade celular abaixo de 80% apenas no tempo de 96h. Esses dados sao ilustrados na Tabela

2.
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3.4 Apoptose

Na Figura 5, estdo apresentadas as porcentgens de células apoptoticas e ndo apoptdticas.
Observa-se que ndo houve alteracdo da taxa apoptdtica em nenhum dos tratamentos com a-
tomatina (concentracdes de 0,1, 1, 2 ng/mL), quando comparados ao controle. Apenas o agente

indutor apresentou aumento significativo em relagdo ao grupo controle.

3.5 PCR em Tempo Real (PCR-RT)

3.5.1 Expressdo do Gene APC

Na Figura 6 esté apresentada a expressao relativa do gene APC. De acordo com a analise
estatistica, fazendo-se a normalizagdo pelo gene constitutivo, encontrou-se que no tratamento
com a-tomatina houve aumento de 2,26 vezes da expressdo do gene APC em relagdo ao controle,

sendo significativo estatisticamente.

3.5.2 Expressdo do Gene [-catenina

A Figura 6 representa o dado de expressdo relativa do gene f-catenina. Analisando-se os
valores relativos da expressdo deste gene e fazendo-se a normalizagdo pelo gene constitutivo,
observou-se que o tratamento com o-tomatina levou ao aumento de 1,64 vezes na expressao, em

relagd@o ao controle, ndo sendo considerado significativo estatisticamente.

3.5.3 Expressdo do Gene BAK

Na Figura 6, esta apresentada a expressao relativa do gene BAK. Analisando-se o valor

relativo do gene e fazendo-se a normalizag¢do pelo gene constitutivo, que no tratamento com o-
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tomatina comparado ao controle, o tratamento com a-tomatina aumentou 1,71 vezes a expressao

do gene BAK. No entanto esse aumento ndo foi significativo estatisticamente.

3.5.4 Expressdo do Gene BAX

A Figura 6 mostra a expressdo relativa do gene BAX. Analisando-se o valor relativo da
expressdo do gene e fazendo-se a normalizagdo pelo gene constitutivo, observou-se que no
tratamento com o-tomatina houve aumento de 1,11 da expressdo do gene BAX, porém esse

aumento ndo foi significativo estatisticamente.

3.5.5 Expressdo do Gene BCL-XL

Na Figura 6 esta apresentada a expressdo relativa do gene BCL-XL. Analisando-se o
valor relativo de expressdo e fazendo-se a normalizagdo pelo gene constitutivo GPDH,
encontrou-se que no tratamento com o-tomatina houve diminui¢do 0,94 vezes da expressdo do

gene, no entanto esta inibi¢do ndo foi significativa estastisticamente.

3.5.6 Expressdo do Gene caspase-9

A Figura 6 representa a expressdo relativa do gene caspase-9. A andlise dos valores
relativos da expressdo deste gene e a normalizagdo pelo gene constitutivo indicam que o
tratamento com o-tomatina levou ao aumento de 1,42 vezes na expressdo em relagdo ao controle,

sendo considerado ndo significativo estatisticamente

3.5.7 Expressdo do Gene ciclina A2

A expressdo relativa do gene ciclina A2 esta representado na Figura 6. De acordo com a

analise estatistica e fazendo-se a normaliza¢do pelo gene constitutivo encontrou-se que o
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tratamento com a-tomatina reprimiu 0,90. Contudo este valor ndo foi considerado significativo

estatisticamente.

4. Discussao

Os glicoalcaloides sdo compostos que consistem de um nitrogénio esteroidal contendo
aglicona. A a-tomatina, um dos principais glicoalcaloides do tomate (Lycopersicon esculentum),
tem sido descrita por exercer diversos efeitos benéficos, tanto bioldgicos, como nutricionais e
farmacologicos. Dentre as principais atividades da o-tomatina destacam-se a sua agdo como
adjuvante imunologico, atividade antifungica e antibactericida, efeito anticolesterolémico,
precursor para sintese de varios hormonios esteroides, e, principalmente, o potencial
anticarcinogénico, atividade antimetastatica e citostdtica em diferentes linhagens celulares de
cancer (FRIEDMAN, 2002; LEE et al., 2004; MORROW et al., 2004; HANSON, 2006;
SIMONS et al, 2006; ITO et al., 2007).

Atualmente tem se dado grande importancia na atencdo da seguranca alimentar de
compostos quimicos, por meio de avaliago, identificagdo e controle do contetdo dos alcaloides
dos alimentos, os quais, em certas quantidades, podem ser considerados toxicos.

No entanto, apesar da o-tomatina apresentar grande potencial no rompimento de
membranas celulares, este glicoalcaloide ndo se mostrou toxico por consumo via oral, em ratos
(FRIEDMAN et al., 2000). Esse fato pode ser explicado pela fraca absor¢do no trato digestivo
para a corrente sanguinea, na formac¢do de um complexo insolivel entre a o-tomatina e o
colesterol enddgeno, que logo em seguida ¢ eliminado pelas fezes. Roddick (1979) demonstrou
que tanto a mistura dos glicoalcaloides esteroides da batata como a a-tomatina possuem a
capacidade de formarem complexos com esterdis como o colesterol, sitosterol, estigmaesterol
campesterol e ergosterol.

No presente estudo, a citotoxicidade da a-tomatina foi avaliada utilizando-se trés
diferentes concentragdes (0,1, 1 e 10pg/mL) em células HT29, através do Ensaio do MTT em 24h
de tratamento. Observou-se que a concentragdo do agente indutor de danos utilizada no presente
estudo apresentou citotoxicidade. Os resultados, apresentados na Figura 3, permitem observar

que o tratamento com a concentra¢do de 0,1pg/mL de a-tomatina ndo foi citotoxico. No entanto,
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os tratamentos nos quais foram utilizadas as concentragdes de 1 pg/mL e 10 pg/mL de o-
tomatina apresentaram diferencas estatisticamente significativas, com relacdo a toxicidade,
quando comparados ao tratamento controle. Em contrapartida, os ensaios de proliferagdo celular
mostraram que, embora nas primeiras 24h de tratamento houvesse um efeito inibitério da
proliferacdo celular para os tratamentos com 0,1 e 1 ug/mL, nos tempos de 48, 72 e 96h houve
aumento da prolifera¢do celular, corroborando os resultados de viabilidade celular apresentados
posteriormente.

Na concentragdo de 10 pg/mL as células semeadas sofreram morte e ndo proliferaram
desde o inicio do periodo de tratamento permanecendo até o final dessa forma.

No ensaio de viabilidade celular, realizado em conjunto com o ensaio acima
mencionado, os resultados mostraram que, para as concentracdes de 0,1 e 1 pg/mL, mais de 80%
das células foram vidveis, confirmando assim que ndo ocorreu morte celular, mas inibi¢do da
proliferacdo celular. De forma contraria, na concentracdo de 10 pg/mL, as células ndo foram
vidveis desde as primeiras 24h de tratamento.

Lee et al. (2004) realizaram um estudo para avaliar a atividade antiproliferativa dos
glicoalcaloides a-chaconina, a-solanina e a-tomatina em varias linhagens celulares, em trés
tempos diferentes (4h, 24h e 48h). A a-tomatina foi testada em cinco concentracdes diferentes
(0,1, 0,5, 1, 5 ¢ 10 ug/mL) e os autores observaram que a o-tomatina inibiu de 60,6% a 86,9% a
proliferagdo das células HT 29 em 24h de tratamento. No entanto, de forma contraria a este
presente estudo, no tempo de 48h os autores observaram que houve inibi¢do de 65,6% a 86,5% de
proliferagdo das células HepG2. Ja em células da linhagem HT29, a mesma utilizada no presente
estudo, os autores observaram inibi¢cdo do crescimento celular de 38%, na concentracdo de 0,1
png/mL, 59,9% na concentracdo de 1 ug/mL e 81,5% na concentragdo de 10 pg/mL, em 4h de
tratamento com a a-tomatina.

Em outro estudo, realizado por Friedman et al. (2009), a a-tomatina inibiu a proliferagdo
das linhagens celulares do cancer de mama (MCF-7), de célon (HT-29), de adenocarcinoma
gastrico (AGS), e de hepatoma (HepG2), monstrando-se mais efetiva que a tomatidina, o
tomatidenol e a dehidrotomatina, apesar da a-tomatina apresentar similaridade com a estrutura da
dehidrotomatina.

Um estudo recente (SHIH et al., 2009), realizado em células de adenocarcinoma de

pulmio A549, mostrou que a a-tomatina tem o potencial de inibir a habilidade metastatica destas
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células, pela reducdo das atividades da metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2), metaloproteinase
de matriz-9 (MMP-9) e ativados de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA); pela supressdo do
fosfoinositideo 3-quinase/Akt (PI3K/Akt) ou a via de sinalizagdo ERK1/2 e pela inibi¢do da NF-
kB ou AP1 (SHIH et al., 2009).

Com o objetivo de compreender melhor os mecanismos quimiopreventivos da a-
tomatina considera-se que varios eventos moleculares sdo responsaveis, incluindo a formagao do
complexo com o colesterol e destrui¢do direta de células cancerosas pelo rompimento das
membranas celulares (BLANKENMEYER et al., 1997; FRIEDMAN et al., 2000).

Para uma melhor compreensdo dos efeitos da a-tomatina, relacionados ao ciclo celular,
investigamos o mecanismo de a¢do desta molécula por meio do estudo da expressao relativa dos
genes APC (Adematosis polyposis coli), f-catenina e ciclina A2.

As mutagbes somaticas sdo comumente encontradas na maioria dos tumores colorretais,
e o gene APC ¢ geralmente expresso no cancer de cdélon avangado, apresentando multiplas
fun¢des celulares como o envolvimento na via de sinalizacdo Wnt e adesdo intercelular. A
proteina APC esta envolvida no ciclo celular, atuando como regulador negativo dos niveis de -
catenina, na transformagdo das células epiteliais do célon e na progressdo do melanoma. As vias
de sinalizagdo Wnt regulam um complexo composto pela axina, APC, B-catenina, e glicogénio
sintase quinase-3p (GSK3p). A axina liga-se formando um complexo com o APC, B-catenina e
GSK3p para promover a fosforilagao da B-catenina e subsequente
ligacdo com B-TRCP, que faz a mediacdo da ubiquitinagdo e degrada¢do da [-catenina no
proteossomo. O GSK3p regula este processo pela fosforilagdo da B-catenina, APC e complexo
axina; e a ativagdo das vias de sinalizagdo Wnt inibe o GSK3f estabilizando B-catenina (SIEBER
et al., 2000; FEARNHEAD et al., 2001; NARAYAN & ROY, 2003; KAPITANOVIC et al.,
2006; JAISWAL & NARAYAN, 2008).

Por outro lado, a APC também ¢ reportada por estar envolvida na integridade do
citoesqueleto, na adesdo intercelular e na migracao celular. Com o desequilibrio da integridade do
citoesqueleto da actina, podem ocorrer a perturbagdes nas jungdes entre células e na migragdo
celular. O papel da proteina APC na manuteng¢ao do citoesqueleto da actina esta relacionado a sua
interacdo com a f-catenina que estabelece uma ligagcdo entre o APC e a actina (SU et al., 1993;

BEHRENS et al., 1998; IKEDA et al., 1998).
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Narayan & Roy (2003) relatam que o dominio terminal C da E-caderina interage com a
[ e y-catenina, que se associa com a a-catenina ¢ forma um complexo envolvendo a E-caderina
com a actina do citoesqueleto, que mantém a adesdo intercelular estavel. Se a via Wnt e as vias
dos receptores de fator de crescimento epidérmico (EGFR) ou c-Met sdo ativadas ao mesmo
tempo, a degradagdo da B-catenina pode ser inibida e a mesma pode translocar-se para o nucleo.
Desse modo, essas interagdes podem resultar na reducdo da E-caderina que faz mediag¢do nas
juncdes intercelulares e na migragdo das células. O deslocamento da B-catenina para o nucleo
ocorre naturalmente, mediante sinais externos para promover a proliferagdo. No entanto, quando
ocorre mutacdo do gene APC, esta acarreta a perda do controle da B-catenina, levando ao
aumento exacerbado da sua concentra¢do no citoplasma e seu deslocamento aumentado para o
nucleo. Na maioria dos canceres de cdlon intestinal, como € no caso da HT29, a mutacdo do gene
APC ¢ encontrada, ou seja, o produto proteico desse gene ndo ¢ funcional, o que causa o
descontrole da proliferagao celular (CAVALARO et al., 2002; GILES et al., 2003).

Tomando como base os resultados observados no estudo realizado por nos, observa-se
que houve aumento da expressdo do gene APC, bem como do gene da fS-catenina, em culturas
tratadas com o-tomatina. Supde-se que a atuacdo deste glicoalcaloide possa estar envolvida no
rompimento das membranas celulares, provocando a alteragcdo da expressao dos genes envolvidos
no ciclo celular e, consequentemente, levando a diminui¢do do nimero de células durante este
periodo de tratamento (12h). Dessa forma, os resultados de proliferagdo celular nas primeiras 24h
de tratamento corroboram os resultados relacionados a expressao génica. Ademais, o aumento da
expressdo do gene fS-catenina, embora ndo seja significativo, possivelmente, seja pelo aumento
da demanda, pelo aumento da expressdo do gene APC.

Como ja se sabe, células tumorais apresentam como caracteristica principal a
desregulacdo do ciclo celular, levando a divisdo celular descontrolada e ao aumento da
proliferagdo. As ciclinas sdo pertencentes a uma grande familia de proteinas que atuam
diretamente em vdarios niveis na regulacdo do ciclo celular. A ciclina A2, por sua vez,
desempenha papel fundamental na iniciagdo e progressdo da replicagdo do DNA, bem como na
progressdo do ciclo celular na transi¢do da fase G1/S e G2/M (PAGANO et al., 1992). No
presente estudo, o tratamento com 1 pg/mL de a-tomatina suprimiu a expressao da ciclina A2 em

células HT29, embora ndo sendo considerado significativo.
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Wang et al. (2009) sugerem que a desregulagdo da expressdo da ciclina A2 esta
intimamente ligada aos eventos precoces na transformacdo do tumor, e a supressdo desta ¢
considerada natural em varios tipos de canceres humanos, em relagdo as células e aos tecidos
normais. No entanto, os nossos resultados mostram que a o-tomatina ndo interferiu na expressao
do gene ciclina A2.

Como parte dos nossos objetivos, analisamos também, a apoptose, pela andlise em
microscopia de fluorescéncia e pela analise da expressdo dos genes BAK, BAX, BCL-XL e
caspase-9. Os resultados experimentais obtidos nesse estudo demonstraram que ndo houve
indugdo da apoptose, seja pela andlise nas mudangas fisiologicas das células apoptoticas como
condensacdo da cromatina, formagdo de corpos apoptoticos, fragmentagdo do DNA nuclear, ou
pelo aumento da expressdo dos genes avaliados. Duas importantes vias de sinalizagdo controlam
a iniciacdo da apoptose em mamiferos, a via extrinseca, que consiste no comprometimento dos
receptores da superficie das células por ligantes pertencentes ao fator de necrose tumoral (TNF);
e a via intrinseca que envolve o rompimento das membranas mitocondriais. As proteinas da
familia Bcl-2 desempenham o papel como reguladores centrais da apoptose, sendo divididos em
proteinas antiapoptoticas (Bcl-2, Bel-xl e Bel-w, Mcl-1 e A1/Bfl-1) e pré-apoptoticas (Bax, Bak,
Bok, Bik, Bad, Bid, Bim/Bod e Hrk). Assim como as proteinas Bcl-2 e Bcl-x] representam
importantes inibidores da apoptose, as proteinas Bak e Bax induzem a morte celular programada.
Dentre os membros da familia Bcl-2 , o Bax € sugerido por ser o principal regulador da
maquinaria apoptotica, transcricionalmente ativados por moléculas, como os supressores de
tumor p53 (KIM et al., 2004; NEHLS et al., 2007).

Assim como a Bak, a proteina prd-apoptdtica Bax pode inserir-se na membrana
mitocondrial externa, ligando a caspase-2 ativa com a mitocondria, dessa forma permeabilizando
a membrana e desencadeando a liberag@o de fatores apoptoticos como o citocromo C e a ativagdo
da caspase-9 . A superexpressdo desta proteina, também leva a morte celular (ERMAK ez al.,
2008).

Em contrapartida, alguns autores propuseram que a regulacdo do programa de suicidio
da célula em resposta ao estresse depende da interagdo dindmica entre as proteinas Bcl-2 e Bax.
Se ha aumento relativo dos niveis de Bax, o resultado ¢ a morte celular, enquanto que niveis
relativos mais elevados do Bcl-2 podem inibir este programa em relacdo aos estresses

genotoxicos, possivelmente pela célula adquirir resisténcia a morte celular induzida pela
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disfun¢@o mitocondrial e do reticulo endoplasmatico (MURAKAMI et al., 2007; NEHLS et al.,
2007).

Viérios estimulos apoptoticos induzem a liberagdo do citocromo C para mitocondria,
sendo controlado pelas proteinas da familia Bcl-2. A formacdo do apoptossomo (controla a via
intrinseca da apoptose) € induzida pela liberagdo do citocromo C no citosol que associa-se ao
Apaf-1, e, dessa forma, promove sua oligomerizagdo e recrutamento da caspase-9. A caspase-9
ativada da inicio a uma cascata de ativacdo das caspases pela clivagem e ativacdo de caspases
efetoras, como a caspase-3, que sdo responsaveis pela demoli¢do da célula (FERGUSON et al.,
2003; HE et al., 2004; VOHRA et al., 2004; BRADY et al., 2005).

Estudos recentes revelaram que os aumentos da expressido dos genes BAK e BAX causam
apoptose em células cancerosas (SUYAMA et al., 2002). No caso do presente estudo, houve
aumento da expressdo do gene BAK, BAX e caspase-9, e supressdo do gene BCL-XL, sugerindo
que o aumento ou diminui¢do na expressdo génica considerada ndo significativa, ndo tenha sido
suficiente para que houvesse alteragdes nas células e, consequentemente, nio levando a célula a
apoptose, corroborando os dados obtidos na analise morfologica.

As variagdes de resultados obtidos nos estudos aqui apresentados em relagdo as
bibliografias encontradas podem ser justificadas pelo uso de diferentes linhagens celulares,
mostrando que diferentes tecidos e 6rgdos nao respondem do mesmo modo ao tratamento com a
a-tomatina, e que alguns tipos de cancer sdo mais resistentes a morte celular por apoptose.

Frente a estes dados, a presente pesquisa auxilia na compreensdo ¢ abre novas
perspectivas para estudos de nutrigenomica que permitirdo melhor entendimento dos mecanismos

de a¢do da o-tomatina.
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Figura 3. Valores das absorbancias encontrados no Ensaio do MTT apés 24 horas de tratamento
com o-tomatina em células HT29. Legenda: Controle — 0,1% DMSO; Doxorrubicina — 2pug/mL.
**p<0,01; diferenca significativa em relagdo ao controle (Teste ANOVA/Dunnet).

Figura 4. Cinética de proliferagdo celular observada nos tratamentos de a-tomatina em trés
concentragdes nos tempos de 24, 48, 72 e 96h em células HT-29 (N° de células x 10*). Legenda:
Controle — 0,1% DMSO; Doxorrubicina — 2ug/mL; Tomatina 0,1 — 0,1pg/mL; Tomatina 1 —
lpg/mL; Tomatina 10 — 10pg/mL. **p<0,01; diferenca significativa em relagdo ao controle

(Teste ANOVA/Dunnet).
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Figura 5. Freqiiéncia média de células apoptdticas observadas em células HT29, tratadas com a-
tomatina. Legenda: Controle — 0,1% DMSO; Doxorrubicina — 2pg/mL; Tomatina 0,1 —
0,1pg/mL; Tomatina 1 — Ipg/mL; Tomatina 10 — 10pg/mL. **p<0,01; diferenca significativa em
relagc@o ao controle (Teste ANOVA/Dunnet).
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Figura 6. Expressao relativa dos gene APC, S-catenina, BAK, BAX, BCL-XL, Caspase-9 e Ciclina
A2 com tratamento de 1ug/mL de a-tomatina. * indica diferenga estatisticamente significativa.
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4. CONCLUSOES

Com base nos nossos resultados, podemos sugerir que a a-tomatina possui atividade
antiproliferativa nas primeiras 24h de tratamento, ndo induz a apoptose nessa linhagem celular e
provoca o rompimento das membranas celulares, consequentemente aumentando a expressao do
gene APC relacionado ao ciclo celular. Assim sendo, podemos sugerir que a a-tomatina possui
atividade antiproliferativa nas primeiras 24h de tratamento, ndo induz a apoptose nessa linhagem
celular utilizada e provoca o rompimento das membranas celulares, consequentemente,

aumentando a expressao do gene APC relacionado ao ciclo celular.
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