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RESUMO
Introduc&o: O cancer de mama é a maior causa de morbidade e mortalidade entre
as mulheres no mundo. Pesquisas revelam varios fatores prognésticos e preditivos
para a identificacdo de pacientes com alto risco de agressividade, metastases e
doenca recorrente na condicdo de combater estas estatisticas. Por esta razéo, é
evidente a necessidade do desenvolvimento de estratégias de tratamento mais
eficazes. Estudos prévios com Pterogyne nitens Tul. (Fabaceae-Caesalpinioideae),
uma planta nativa do Brasil resultou o isolamento de dois alcal6ides guanidinicos.
Exibiram atividade seletiva direcionada a DNA deficiente de reparo, sugerindo
potencial atividade anticancer. Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar a
citotoxicidade e apoptose induzidas pelos alcaléides pteroginina (PGN) and
pteroginidina (PGD) em linhagem de adenocarcinoma (MCF-7) e carcinoma ductal
invasivo (ZR-7531). Materiais e Métodos: As duas linhagens celulares foram
tratadas pelos alcaldides em vérias concentragdes (0.25 — 10 mM) em dois tempos,
t0 (24h) e t24 (24h seguido por 24h pos-tratamento). O ensaio de citotoxicidade foi
determinado pelo teste de MTT; a morte celular (apoptose e necrose) foi analisada
usando os métodos Hoechst 33342/iodeto propidio, Kit de Anexina V-FITC e
atividade de Caspases 3/7. Resultados: Os tratamentos com os alcaléides
demonstraram citotoxicidade concentracéo-resposta nas linhagens de cancer de
mama. Para avaliacdo da apoptose foi observado um intense efeito concentragéo-
resposta em apoptose tardia/necrose e discreto sinal para apoptose precoce em
todas concentracdes (p<0,01). No ensaio Hoechst/iodeto, observou diferenca
significante entre os estagios de apoptose precoce e tardia de ambas linhagens. A
pteroginina no periodo t0 e t24, e pteroginidina no periodo tO demonstraram possuir
intenso efeito concentragdo resposta para apoptose tardia e discreto efeito para
apoptose precoce em todas as concentragcoes (p<0,01). Entretanto a linhagem MCF-
7 tratada com pteroginidina (t24) demonstrou intenso efeito concentragéo-resposta
para necrose (p<0,01). Atividade de caspase 3/7 foi significativamente maior na
concentragédo de 1,125 mM com pteroginina por t0 (p<0,05). Conclusao: Podemos
concluir que PGN e PGD possuem efeito anticarcinogénico contra células de cancer

de mama in vitro, induzindo a morte celular programada.

Palavras-chave: linhagem cancer de mama, atividade citotoxica, alcaldides,

apoptose, necrose, citometria de fluxo.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is a major cause of morbidity and mortality among
women worldwide. Research has elucidated several specific prognostic and
predictive factors to identify patients at high risk of the aggressive disease,
metastasis and recurrence of the disease in order to combat these statistics. For this
reason, there is an obvious need to develop more efficacious treatment strategies.
Previous studies on Pterogyne nitens Tul. (Fabaceae-Caesalpinioideae), a native
plant of Brazil, resulted in the isolation of two guanidine alkaloids, exhibited selective
activity towards a DNA repair-deficient, suggesting potential anti-cancer activity.
Objective: The aim of the present study was to evaluate the citotoxicity and
apoptosis induced by alkaloids pterogynine (PGN) and pterogynidine (PGD) in
human adenocarcinoma cell line (MCF-7) and human invasive ductal carcinoma cell
line(ZR-7531). Material and Methods: The two cell lines were treated by both
alkaloids at several concentrations (0.25 — 10 mM) and two time points, 24h (t0) and
24h followed by 24h pos-treatment (t24). The cytotoxicity assay was determined by
MTT assay; the cell death (apoptosis and necrosis) were analyzed using the dye
Hoechst 33342/propidium iodide, Annexin V-FITC and Caspase 3/7 activity. Results:
The treatments with the alkaloids demonstrated citotoxicity effect concentration-
response in breast cell lines. Apoptosis evaluation, pterogynine and pterogynidine
has an intense effect concentration-response of late apoptosis/necrosis and a
discrete signal of early apoptosis in all of the concentrations (p<0.01). Hoechst/iodide
assay, it was observe significant difference among the stages of early and late
apoptosis in the both cells lines. Pterogynine for the period of t0 and t24, and
pterogynidine for the period of tO demonstrated to possess an intense concentration-
response effect for late apoptosis and discrete effect for early apoptosis in all
concentrations (p<0.01). Moreover, the cell line MCF-7 treated with pterogynidine
(t24) showed intense effect-dose response for necrosis (p<0.01). Caspase 3/7
activity was significantly higher at concentration 1.125 mM (p<0.05). Conclusion:
We can conclude that PGN and PGD have effective anti-carcinogenic effect against
human breast cancer cells in vitro, inducing programmed cell death.

Keywords: Breast cancer cell line, cytotoxic activity, alkaloids, apoptosis, necrosis,

flow cytometry.
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I ntroducéao

1.1. CANCER DE MAMA

O cancer de mama é considerado o0 segundo tipo de neoplasia mais
freqiente no mundo e o mais comum entre as mulheres em incidéncia, prevaléncia e
mortalidade (BERNSTEIN et al., 1999; BRASIL, 2009; BRAY et al., 2004; FERRINI
et al., 2001; MALORNI et al., 2006; KOIFMAN et al., 1998; SILVA et al., 2002).
Entretanto, ocorrendo variacdes entre os paises, sendo mais frequente em alguns
paises Europeus, na América do Norte e alguns paises Sul-Americanos (BRAY et al.,
2004).

No Brasil é a primeira causa de morte entre as mulheres, exceto na regido
norte, onde prevalece o cancer de colo uterino, e os estados mais desenvolvidos e
mais industrializados como S&o Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul,
apresentam maior incidéncia desta doenca (BRASIL, 2009; PAIVA et al.,, 2002;
SILVA et al., 2002). De acordo com o Instituto Nacional do cancer dos 235 mil novos
casos de cancer estimados para o sexo feminino em 2009, 49.400 s&o de cancer de
mama, sendo que este tipo de tumor foi 0 que mais aumentou entre as mulheres nos
ultimos anos (Brasil, 2009). A alta incidéncia esta relacionada a diferenca socio
econbmica, fatores reprodutivos, hormonais e nutricionais. Em paises com maiores
recursos o rastreamento mamografico afeta consideravelmente o diagnostico,
incidéncia e mortalidade por cancer de mama, e o diagnéstico tardio entre as
mulheres pertencentes as classes de menor poder aquisitivo (ABREU & KOIFMAN,

2002; BRAY et al., 2004; PARKIN et al., 2005).

1.2. TERAPIA ANTICARCINOGENICA

A transformagdo maligna da célula maméria normal € um processo multi-

passos que envolvem mudancas na atividade de diferentes genes e proteinas,
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resultando na perda do controle do ciclo celular e de um programa de diferenciacéo.
Estes eventos celulares sdo geralmente matuos e exclusivos, e sédo regulados por
programas genéticos especificos, controlados pela acdo sequencial e cooperativo de
fatores de transcricdo. O estrégeno € um regulador do crescimento e diferenciagédo
das células epiteliais da glandula mamaria normal e tem um papel critico no
desenvolvimento da transformacdo maligna (MESTER & REDEUILH, 2008).
Oncogenes especificos tem sido identificados em tumores esporadicos, em outras
palavras, numerosos genes que codificam proteinas envolvidas na regulagdo do
ciclo celular sdo amplificados, superexpressos ou ativados, como c-Myc, ciclina D1,
MDM2, HER-2 (LACROIX et al., 2006). A atividade desses genes/proteinas sao
freqientemente controlados direta ou indiretamente por estrégenos. Pouco se sabe
sobre a iniciagdo dos eventos genéticos, que dispara a transformagdo maligna das
células epiteliais mamarias, com exce¢cdo da forma hereditaria (perda
heterozigosidade BRCAL ou BRCA2) (MESTER & REDEUILH, 2008).

Dentre as proteinas que rigorosamente controlam o ciclo celular, a proteina
p53 exerce importante fungdo na atividade supressora de tumor por dois
mecanismos: interrupcdo da proliferacdo e indugdo da morte celular programada
(BOLASELL et al., 2000; THOMPSON, 1993; VOUSDEN, 2002). Assim, a p53 atua
na proliferacdo celular, permitindo que sejam reparados danos espontaneos ou
induzidos durante as fases G1-S do ciclo celular (BOLASELL et al., 2000). Se
houver falha dos mecanismos de reparo, 0s niveis de p53 aumentam e as células
sdo encaminhadas para apoptose. Nos tumores, mutagdes no gene P53 resultam na
traducdo de proteinas mutantes incapazes de corrigir danos gendmicos e/ou levar a
célula a apoptose (ALMEIDA et al., 2004; VAGUNDA et al., 2006). No cancer de

mama, o0 aumento da expressao de p53 mutante reflete a agressividade do tumor,



I ntroducéao

acumulando-se nas células neoplasicas, o que implica na perda da principal via de
inducdo de apoptose (ALMEIDA et al., 2004, FEKI E IRMINGER-FINGER, 2004).

As células tumorais adquiriram diversas maneiras de escaparem do
processo de apoptose, quer por desregulagdo de mecanismos intracelulares ou por
uma resposta imunolégica ineficiente. O mais importante é a evidéncia de que
mudando uma dessas condicdes, a morte celular por apoptose possa ser
restabelecida (ZASLAU et al., 2004; RIGGS et al., 2005; BRAULT et al, 2005).

As pesquisas com cancer de mama estdao focadas na deteccdo e
classificacdo do tipo de tumor, associados a biomarcadores que informe o
comportamento biolégico como uma implementagdo diagndstica para progndstico e
predizer estratégias terapéuticas. Varios marcadores descobertos nas ultimas trés
décadas incluem fatores relacionados a diferentes fungbes celulares, como
proliferacdo, apoptose, regulacdo hormonal, angiogenese, invasdo e metastase
(THOMADAKI et al.; 2007). Recentes pesquisas suportam a hipotese do papel
central da apoptose na tumorigenese. Células malignas sédo caracterizadas pela
reducdo da capacidade de sofrer apoptose na resposta a varios estimulos. A
inativacdo do caminho pro-apoptotico ou ativacdo do caminho anti-apoptético resulta
na falha apoptética, promovendo a sobrevivéncia das células transformadas
(HANAHAN & WEINBERG, 2000; MORRISON et al., 2008).

Portanto, o desenvolvimento do cancer esta associado ao rompimento do
equilibrio entre o crescimento e morte celular. O balanco entre a taxa de proliferacao
e de morte celular programada determina a taxa de crescimento do tumor. E alguma
alteracdo entre esses dois fatores pode ser o elemento chave para a expanséo
descontrolada de tumores malignos e posteriormente, sua capacidade de invaséo

(HAJRA & LIU, 2004; MESTER & REDEUILH, 2008).
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O tratamento € um dos maiores desafios médicos da atualidade com
avancos nas Ultimas décadas. As modalidades utilizadas clinicamente contra o
cancer de mama como remocdo cirdrgica do tumor, seguido por radioterapia e
principalmente quimioterapia e/ou hormoénio terapia, sdo agentes anti-proliferativos
sistémicos que destroem preferencialmente células em divisdo (BRACKE, et al.,
2008; KOMEN et. al., 2008; MARSH & LIU, 2009; XU & MCLEOD 2001). Contudo,
esses farmacos ndo séo seletivos para células cancerosas e sua eficacia terapéutica
fica limitada devido ao dano que podem causar as células e tecidos normais.

Alguns agentes quimioterapicos, além de interromper o metabolismo celular,
séo capazes de induzir alquilacdo do DNA, bem como reestabelecer o processo de
apoptose (TAKEI et al.,, 2005). Drogas anticarcinogénicas podem atuar por
diferentes mecanismos, impedindo a capacidade proliferativa celular. Essas drogas
podem atuar em elementos do citoesqueleto, prejudicando a divisdo celular,
promover citotoxicidade capaz de destruir a célula por necrose ou apoptose
(MARSH & LIU, 2009; NOBILI et al., 2009; ROSALES-HERNANDEZ et al., 2009).

As quimioterapias convencionais causam intensos efeitos colaterais, com
taxa de sucesso limitada devido a concentracdo insuficiente da droga, alta toxicidade
sistémica, auséncia de seletividade, além de colaborarem para resisténcia desses
tumores ap0s tratamento prolongado. Para superar tais limitacdes desses agentes
algumas estratégias tém sido utilizadas para que estes quimioterapicos possam ser
ativados seletivamente no tecido tumoral (XU & MCLEOD 2001). Dessa forma,
estudos com substancias naturais podem colaborar para o maior entendimento da
capacidade das mesmas em permitir a modulacdo de sinais de apoptose (NOBILI et

al., 2009).
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Atualmente o mundo € direcionado ao uso de substancias naturais
presentes em frutas, vegetais, 6leos essenciais herbaceos (FARR, 1997; WANG et
al.,, 1997; KITTS et al., 2000). Acredita-se que diversas dessas substancias
apresentem potencial valor na prevengdo ao cancer ou atuem como agentes
terapéuticos, induzindo a morte programada diferentemente do que ocorre com a
maioria das terapias utilizadas atualmente (SON et. al., 2003). Estas drogas sao
citotoxicas, pré-apoptéticas e nao seletivas, sendo téxicas para as células normais e
levando ao paciente as inumeraveis reacdes adversas (ARKIN, 2005). Sendo assim,
muitos estudos desenvolvem uma relagcdo entre substancias naturais e
determinados canceres, a fim de identificar um agente potencialmente
anticancerigeno, porém mais seletivo (DUMONT et al., 2007).

Em face da necessidade de se encontrar novas drogas, tém-se procurado
identificar compostos isolados de plantas brasileiras capazes de conter a
proliferacdo celular. Outro desafio € encontrar compostos que induzam morte de
células malignas, sem, contudo, ocasionar elevada citotoxicidade em células ndo
neoplasicas.

A investigacdo da atividade anticarcinogénica de flavonoides e alcal6ides
isolados de plantas do Cerrado e Mata Atlantica brasileira é de fundamental
relevancia, considerando que esses compostos parecem demonstrar potente
atividade antiproliferativa e citotoxica (LIU et al., 2004; KITAJIMA et al., 2006).
Substancias purificadas de diversas plantas oriundas das florestas ciliares e do
Cerrado brasileiro tém apresentado quantidades variaveis de alcaldides, terpenos e
flavondéides (URREA-BULLA, et al., 2004, NEHEME et al, 2002). Estudos prévios
com plantas dessa regido do Brasil demonstram que alcalbides e terpenos possuem

atividade biologica antifangica, antiproliferativa e indutora de genotoxicidade
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(MAISTRO, et al., 2004; CARVALHO et al, 1998). Em contrapartida, a presenca de
flavondides nesses extratos vegetais pode funcionar como imunoestimuladores
(GUPTA, et al., 2001). Entretanto poucos estudos tém sido dirigidos para avaliar se
compostos extraidos de plantas do Cerrado brasileiro poderiam apresentar atividade

anti-tumoral, especialmente avaliando a inducao de apoptose.

1.3. ALCALOIDES PTEROGINIDINA E PTEROGININA

Entre as plantas brasileiras, Pterogyne nitens pertence a famila Fabaceae e
subfamilia Caesalpinioideae, é a Unica espécie do género e representa uma fonte de
inimeros alcalides guanidinicos citotoxicos (BOLZANI & KINGSTON, 1995). E uma
planta pouco estudada e que possui inumeros tipos de flavondides e alcalbides.
Popularmente conhecida como amendoim, amendoim-bravo, amendoim-do-cerrado,
virard, madeira nova, pau-amendoim, 6leo-branco, pau-de-fava (FERNANDES et al.,
2008, REGASINI et al., 2008). Apresenta-se como uma espécie arborea perene
ereta de folhas glabras, de 10-15m de altura, sendo nativa da América do Sul.
Propaga-se por sementes, contudo expande-se no local através de brotagbes de
suas raizes, formando grandes reboleiras. Na América Latina essa espécie ocorre
na Argentina, Bolivia, Paraguai e Brasil. No territorio brasileiro ocorre com freqiéncia
na regido de Mata Atlantica e Cerrado compreendida entre o Ceara até o Parana
(BUKART, 1952). E tipica da floresta semidecidua da Bacia do Parana, que se
perpetua nas areas ap6s o desmatamento, vindo a germinar e rebrotar intensamente
nas pastagens implantadas no local, tornando-se indesejavel. Seu maior
inconveniente é o carater toxico das folhas novas de suas brota¢cdes que podem ser

ingeridas pelo gado bovino. Muito prolifica e persistente, pode ser encontrada em
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grandes densidades mesmo ap6s dezenas de anos de desmatamento (LORENZI,
2000).

A literatura apresenta poucos dados das aplicagbes medicinais e da
constituicdo quimica de P. nitens. O estudo sobre a composi¢do micromolecular das
flores foi bastante significativo para o registro do perfil metabdlico da espécie. Desse
estudo foram isolados e identificados onze constituintes: quatro flavondides, quatro
fenilpropandides, dois alcaléides guanidinicos e o acido géalico (REGASINI et al.,
2008 a e b).

A identificagdo de todas as substancias foi realizada com base na
comparacdo de dados espectroscopicos. A andlise dos espectros permitiu
caracterizar as substancias em estudo. A analise dos dados dos alcaldides
guanidinicos (pteroginina e pteroginidina) possuem de estruturas bastante similares.
Entre outras caracteristicas destacam-se a presenca de sinais tipicos de carbono
guanidinico e um conjunto de cinco sinais relacionados as subunidades isoprenilicas
ou terpéncias, indicando que pteroginina e pteroginidina apresentam um nucleo
guanidinico substituido por unidades hemiterpenoidicas.

Da mesma forma, dados similares caracterizaram a estrutura da
pteroginidina, como sendo um alcaléide guanidinico-prenilados, a Unica diferenca
entre os alcaléides pteroginina e pteroginidina deve-se, portanto, ao padrdao de
substituicdo do ndcleo guanidinico. No alcaldide pteroginina o sinal atribuido aos
hidrogénios H-1’, apresenta-se como um dubleto devido ao acoplamento com H-2' e
adicionalmente, a auséncia do hidrogénio azometinico na estrutura alcaloidica
indicou o padréao N,N dissubstituido que foi caracterizado como sendo a pteroginina.

No alcaléide pteroginidina, a presenca de um tripleto devido ao acoplamento

do hidrogénio azometinico do ndcleo guanidinico com H-1' da unidade
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hemiterpénica indicou que a substituicao terpénica ocorre nos nitrogénios vicinais da
estrutura guanidinica. A analise de todos os dados indica que possui padrdo N,N’ de
substituicdo isoprenilica. Fundamentado nestas observacdes, a substancia foi
caracterizada como a pteroginidina, um isémero constitucional do alcalb6ide
pteroginina (REGASINI, et al., 2008; BOLZANI et al., 1995).

A estrutura quimica dos alcal6ides de pteroginidina e pteroginina (Figura 1)
possui grupamentos aminas primarias, secundarias e terciarias. A pteroginidina
apresenta padréo de substituicdo isoprenilica do tipo N,N’-diisoprenil o que confere
menor polaridade e menor hidrossolubilidade em relacdo a pteroginina, cujo padréo
de substituicdo € do tipo N,N-diisoprenil. Estes apresentam estruturas moleculares
simples e expressiva bioatividade, sendo valiosos modelos para estudos de sintese

total e de relacao estrutura atividade (REGASIN, et al., 2008; BOLZANI et al., 1995).

)’\t [ /\)\
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pteroginidina pteroginina

Figura 1. Estrutura quimica dos alcaldides pteroginidina e pteroginina isolados de

Pterogyne nitens.

1.4. MORTE CELULAR — APOPTOSE E NECROSE

Multiplos sinais modulam a proliferagcdo celular, sobrevida e morte celular e
essa acdo coordenada permite que a célula normal cresca e se divida até sua

senescéncia (FOSTER, 2008; MESTER & REDEUILH, 2008). Entretanto, as células
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tumorais perdem a capacidade de regular esses sinais, resultando no descontrole de
proliferacdo e auséncia de morte celular, contribuindo para o desenvolvimento dos
tumores. De modo geral, estimulos toxicos ou deletérios a célula podem
desencadear a morte celular por necrose ou apoptose, as quais sao diferenciadas
pela morfologia e vias bioquimicas celulares (BAYLY et al., 1997; COTRAN, et al.,
2000; FOSTER, 2008; KUWANA & NEWMEYER; 2003).

O termo apoptose foi originalmente usado referindo-se a um padrao de
morte celular com caracteristicas morfolégicas distintas da necrose (DESAGHER &
MARTINOU, 2000). A necrose € definida como uma forma violenta de morte celular
iniciada por estimulos ambientais que resultam em rapida desregulacdo da
homeostasia (BRAS et al., 2005). Durante a necrose, ocorre condensacdo da
cromatina e a célula aumenta de volume, as mitocéndrias dilatam-se, juntamente
com o reticulo endoplasmético, e ha desagregacdo dos ribossomos (UCHIYAMA,
1995). H4 alteragdo na permeabilidade da membrana, por diminuicdo nos niveis de
ATP, que tem como consequéncia comprometimento da bomba de Nat+/K+ e de
outros fendmenos que sdo ATP-dependentes (TRUMP et al., 1997). Isso resulta no
rompimento de organelas e da membrana plasmética e liberacdo de componentes
intracelulares, ocasionando uma reacgdo inflamatoria local (BOUJRAD et al.,2007,
KERR et al., 1995). Ainda que o material necrotico seja removido por fagocitos, a
inflamacé&o causa danos locais significativos (Figura 2) (KERR et al., 1994).

N&o h& evidencia de remodelamento de cromatina durante a necrose, e a
célula entra em citélise imediata, com digestdo aleatéria do DNA, cariolise e perda
da integridade da membrana plasmatica. A citolise é a estagio final da decadéncia
celular evidente no processo de necrose (SARASTE & PULKKI, 2000; JEFFREY,

2000; MELLO et al., 2001; HAIL et al., 2006).
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de apoptose e necrose. (Figura extraida e
modificada de HAIL et al., 2006).

Em contrapartida, a apoptose é um processo fisioldgico altamente regulado
de morte celular programada e desempenha um papel relevante na homeostase de
diferentes tecidos em resposta a numerosos estimulos. Esse processo €
caracterizado por diversas alterac6es morfoldgicas e bioquimicas das células e é de
crucial importancia para o desenvolvimento embrionario, maturacdo do sistema
imune, defesa contra infec¢des virais e eliminagao de tumores (BERGANTINI et al.,
2005; BRAS et al., 2005). E caracterizada por altera¢cdes no citoesqueleto que
induzem contracdo celular, fragmentacdo do DNA, condensagdo da cromatina
levando a aparéncia de nucleos picnéticos, formacdo de vesiculas sem perda de
integridade da membrana e sem resposta inflamatéria (Figura 2) (LAVIN, 1993; LIAO

et. al., 2005; YASUHARA et al., 2003).
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A apoptose pode ser dividida em trés fases: de iniciacdo, efetora e de
degradacdo. A fase de iniciagdo € altamente dependente do tipo de estimulo
apoptético recebido pela célula por via enddégena ou por receptores de superficie
com dominios de morte (por exemplo, estresse oxidativo, erros no DNA, desbalanco
ibnico e presenca de citocinas). Esta primeira fase pode influenciar a eficacia das
fases seguintes (efetora e de degradacdo). A fase efetora h4 ativacdo da cascata de
caspases, constituida da ativacdo de proteases, nucleases, e de outros
intermediarios que participam dessa fase. A fase de degradacdo, na qual a célula
adquire as caracteristicas bioguimicas e morfoldgicas caracteristicas desse processo
(GREEN & KROEMER, 1998).

As caracteristicas ultraestruturas tipicas da apoptose sédo resultantes dos
eventos ocorridos nas fases efetora e de degradacao: diminuigdo do volume celular,
condensacdo da cromatina, cariorex, e eventuais brotamentos nas membranas,
formando corpos apoptéticos (KROEMER et al., 2007; HAIL et al., 2006).

Ha duas vias principais de regulagdo da apoptose: 1) Apoptose mediada por
receptores de morte (TNF, TNFR1l, TRAMP, TRAIL e de Fas) presentes na
membrana plasmatica, denominada via extrinseca e 2) Apoptose mediada pela
mitocondria denominada via intrinseca (HAJRA & LIU, 2004; HAIL et al., 2006).
Tanto a via extrinseca quanto a intrinseca possuem um grupo independente de
caspases iniciadoras que convergem sinais para 0 mesmo grupo de caspases
efetoras com finalidade de executar eventos intracelulares que resultardo na morte
celular programada (HAJRA & LIU, 2004; ZHANG et al., 2004).

A via extrinseca é iniciada por associacdo de mondémeros de diferentes
receptores de morte na membrana plasmatica e, ao se agruparem, promovem 0

recrutamento de proteinas adaptadoras (COHEN, 1997; HAIL et al., 2006). Dentre
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0s receptores na membrana plasmatica, o receptor fas/CD95 recruta procaspase 8
e/ou procaspase 10, e a consequente elevacdo nos niveis de procaspases proxima
a membrana garantem interacdo dessas caspases inativas com proteinas
adaptadoras associadas a fas/CD95. A interacdo desse complexo protéico promove
a autocatalise das procaspases que se tornam nesse momento em caspases
iniciadoras ativadas. A ativacdo proteolitica sequencial de outras caspases culmina
na ativacéo de caspases efetoras 3, 6 e 7 que estdo no citoplasma (HAJRA & LIU,
2004). Ainda, a ativagdo de outros receptores de morte na membrana plasmatica,
especialmente do receptor de estresse celular, bem como a agcdo das caspases
iniciadoras 8 e 10, integram sinais de apoptose de via extrinseca aqueles de via
intrinseca (HAJRA & LIU, 2004; HAIL et al., 2006). Assim, € preciso avaliar sinais na
membrana plasmatica capazes de agir sinérgicamente com sinais mitocondriais, na
inducdo de apoptose (Figura 3).

Na via intrinseca, diversos sinais atuam modulando a permeabilizacdo da
membrana mitocéndrial externa. O caminho mitocondrial pode ser ativado por varios
estimulos incluindo hipdxia, espécies reativas de oxigénio, irradiagdo ultravioleta ou
gama, deprivacdo de fatores de crescimento e Varios compostos citotdxicos,
resultando na ativacdo de proteinas pro-apoptoéticas. Estas proteinas oligomerizam e
induzem a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial através da formacgéo
de canais que causa a liberacdo e redistribuicdo de pequenos ions, solutos,
metabdlitos, citocromo ¢ e da proteina 14-kDa carreadora de elétrons da cadeia
respiratoria para o citosol. BELIZARIO et al., 2007; ANTONSSON et al., 2004). O
citocromo c liberado no citosol é necessario como co-fator e rapidamente se associa
com a regido C-terminal a uma proteina adaptadora (Apaf-1), esta interacao facilita a

ligacéo ao dATP e pro-caspase 9 formando um complexo chamado de apoptossomo,
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e através da clivagem proteolitica a caspase 9 se torna ativa e subseqientemente
ativando outras caspases (GREEN & KROMER, 1998; PARONE et al.,, 2002;
THORMBERRY & LAZEBNIK, 1998; VANDER HEIDEN & THOMPSON, 1999;
WATERHOUSE et al.,, 2002) (Figura 3 e 4). O complexo catalitico gerado pelos
sinais mitocondriais e a acdo das caspases ativadas de via extrinsica sdo sinais
convergentes responsaveis pela ativacdo das caspases efetoras 3 e 7. (HAIL et al.,

2006).

Figura 3. Ativacdo da Apoptose pelas vias Extrinseca e Intrinseca. (Extraido e
modificado de HENGARTNER, 200).

Ja foram caracterizadas mais de doze isoformas de caspases e
aproximadamente dois tercos destas enzimas apresentam funcdo no processo de

apoptose. Dois tipos de caspases atuam nas vias de sinalizagdo para apoptose e



I ntroducéao

sdo denominadas de iniciadoras (caspases 8 - 9 e 10) e efetoras ou executoras
(caspases 3, 6 e 7) (THORMBERRY & LAZEBNIK, 1998).

As caspases (Cystein-dependent aspartate-especific protease) clivam seus
alvos nos residuos de &cido aspértico. Como mecanismo de prote¢cdo contra
ativacao inadvertida, essas enzimas sao sintetizadas na forma de precursores
inativos (zimogénios), necessitando de clivagem para iniciar sua ativacao
(HENGARTNER 2000). As pro-enzimas (30 — 60 kDa) contém 3 dominios: um
dominio aminoterminal, uma subunidade menor de 10 kDa (cadeia B interna) e uma
subunidade maior, com 20kDa (cadeia a externa). A forma ativa da enzima possuli
duas subunidades maiores e duas menores é um tetramero a;313202, entre as quais
forma dois sitios ativos da enzima (EARNSHAW et al., 1999). A ativacdo envolve
processo proteolitico, com formacgéo de heterodimeros entre as subunidades menor
e maior (THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998).

As caspases clivam proteinas envolvidas na regulagdo do citoesqueleto,
incluindo gelsolina, fodrina, Gas-2, proteina quinase de adesao focal (FAK), proteina
quinase p21, isoformas da proteina quinase C e Mekk-1. A destruicdo da rede de
microtubulos provoca o arredondamento e deslocamento da célula do tecido. Varias
alteracbes do nucleo apoptético sdo dependentes da acdo da caspase-6, caspases
que degradam as laminas A, e C do envolucro nuclear. O rompimento dessas
estruturas parece facilitar o acesso e degradacdo das fitas de DNA na regido
internucleossomal pela nuclease CAD (caspase activated deoxyribonuclease). Em
células ndo apoptéticas, CAD esta presente como um complexo inativo com ICAD
(inhibitor of casapase activated deoxyribonuclease). Apés a inducdo da apoptose,
ICAD ¢é inativada pelas caspases 3 e 7, deixando CAD livre para funcionar como

uma nuclease (Figura 4) (ENARI et al., 1998).
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Outro fator mitocondrial pro-apoptoético € o Smac/DIABLO que atua inibindo
as IAPs de bloguear a atividade das caspases. As IAPs pertencem uma familia de
proteinas com atividade anti-apoptética que atuam inibindo as caspases. ApGs dano
mitocondrial, a Smac/DIABLO € liberada do espaco intermembrana para o
citoplasma, juntamente com o citocromo c¢. Enquanto o citocromo c liga-se a APAF-1
e ativa diretamente a caspase-9, Smac/DIABLO remove as IAP de sua ligacéo
inibitéria com as caspases (GRIVICICH, 2007). A a¢cdo das caspases também é
regulada através do bloqueio do complexo DISC por uma proteina inibidora dos
receptores de morte c-FLIP., c-FLIPs, and c-FLIPg Essas proteinas sédo alvos de
estudo na modulacdo farmacoldgica na morte celular (Figura 4) (LAVRIK et al.,
2005).

A permeabilizacdo de membrana mitocondrial e liberagdo de citocromo ¢
sdo fundamentais para os sinais de via intrinseca, as quais dependem da modulacao

de proteinas anti e pré-apopticas da familia bcl-2 (TJALMA et al., 1998).
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Figura 4. Sinalizacdo e modulagdo das caspases. Complexo DISC inibido pelas
proteinas c-FLIP proteins; inibicdo das caspases efetoras pelas IAPs (amarelo).
Alvos para acdo farmacoldgica (laranja). Extraido e modificado de LAVRIK et al.,
2005.

A familia bcl-2 possui cerca de vinte proteinas ja identificadas, cada uma
delas com duas ou mais isoformas. Dentre essas proteinas, bax, bak, bcl-Xs, bok,
bad, bid exercem funcdo pro-apoptoéticas enquanto as proteinas bcl-2, bcl-XL, bl-w,
mcl-1 tém funcdo anti-apotética. Na mitocdndria, durante a apoptose, algumas

modificacBes dessas proteinas podem ocorrer (ZHANG et al., 2004). E conhecido
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gue, durante a apoptose, membros da familia Bcl-2 podem ser fosforilados (bcl-2 e
bad), clivados (bid) e podem ter mudancgas de conformacéo e oligomerizacao (bax e
bak). Os sinais mitocondriais anti ou pré-apoptéticos estdo em equilibrio e a
predominancia de um desses sinais, conduz, respectivamente, a sobrevida ou morte
celular programada (CHAN & YU, 2004). A interagcdo de proteinas anti e pro-
apoptéticas, ocorre por dominio hidrofébicos gerados por a hélices de BH1, BH2 e
BH3 membros da familia bcl-2 que interage com dominio BH3 de proteinas pro-
apoptéticas (BRAS et al.,, 2005). Proteinas BH3 (Bid e Bim), interagem com
proteinas pré-apoptoticas da familia bcl-2, como Bak e Bax e essa interacdo induz a
ativacao/oligomerizacédo (KUTUK & BASAGA, 2006). Assim, no equilibrio anti e pro-
apoptético sdo modulado por vias que se complementam, nas quais ocorre a
associacdo das proteinas Bcl-2/Bax e Bcl-xL/Bak. Se o estimulo for anti-apoptético,
a ligacdo de Bcl-2/Bax e Bcl-xL/Bak é mantida, impedindo a formagdo do poro na
membrana mitocondrial e liberacdo de citocromo-c e das IAPs. Entretanto, por
estimulo pré-apoptético, a ativacdo de Bax e Bak ocorre pela forma clivada de Bid
(tBid), seguida da oligomerizacdo Bax e Bak na membrana mitocondrial, com
subsequente liberacdo das proteinas apoptogénicas (citocromo c) e consequente
indugdo de morte celular (PETROS et al., 2004, BRAS et al.,, 2005; KUTUK &

BASAGA, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Proteinas pré-apoptéticas e anti-apoptéticas na membrana mitocondrial.

Extraido e modificado de BRAS et al., 2005.

Os eventos de apoptose podem ser avaliados inicialmente, por apresentar
condensacao descontinua da cromatina ao redor da periferia nuclear (WYLLIE et al.,
1997). Apos eletroforese do DNA em gel, observa-se padrdo caracteristico “em
escada”, opondo-se ao arrastado visto na necrose. Isso se deve ao fato de que as
guebras no DNA ocorrem entre os nucleossomas, formando fragmentos multiplos de
180-200 pares de bases (KERR et al., 1994). A membrana plasmatica ndo se rompe,
prevenindo a liberagdo de componentes celulares para o meio extracelular (KERR et
al., 1994).

Adicionalmente, em sua porcdo externa passa a expor o fosfolipide
fosfatidilserina, mantido normalmente em seu folheto interno que serve como sinal

para fagocitose da célula apoptética por macréfagos e células adjacentes. Desse
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modo a reacao inflamatéria € minimizada ou ausente, evitando o comprometimento
de estruturas sadias dos tecidos (GREEN & KROEMER, 1998).

As células entdo, em apoptose expdem na sua superficie fosfatidilserina (PS),
enquanto células viaveis mantém esses fosfolipidios na face interna membrana
plasmatica (BOERSMA et al., 2005; CHINKWO, 2005).

A exposicao da fosfatidilserina (PS) € um dos primeiros eventos que se passa
na superficie de uma célula em processo de apoptose. A membrana citoplasméatica
mantém uma distribuicdo assimétrica das moléculas de lipidios na bicamada. A
localizacao intracelular da PS € mantida por uma translocase aminofosfolipideo ATP
dependente que mantém PS na membrana interna nas células vivas. Os eventos
celulares durante apoptose associados com morte celular (ativaticdo de caspases,
stress oxidativo e alteracdes citoplasmaticas na concentracdo de célcio), atuam
modulando a permeabilidade da membrana mitocondrial externa, destabiliza a
interagdo entre o complexo citocromo c¢ e cardiolipina. Citoromo c¢ é liberado do
espaco mitocondrial interno com funcéo de uma peroxidase para PS. Oxidagéo PS é
prerequisito para sua externalizacdo na camada externa, PS oxidada (PSox) pode
ser translocada e externalizada para surpeficie da membrana (Figura 6) (FADOK et
al., 2001a, TIBREWAL & RAYMOND, 2006)

Este processo parece envolver modificagbes na atividade de duas enzimas:
(1) a ativacdo da enzima fosfolipideo scramblase, que aumenta o0 movimento
bidirecional de lipideos através da dupla camada da membrana, um movimento
conhecido como “flip-flop” e (2) inativacdo da enzima aminofosfolipideo translocase,
gue retornaria a PS para a camada interna da membrana citoplasmatica. Estas
alteracBes enzimaticas irreversiveis parecem estar relacionadas com a atividade da

enzima caspase-3. Além disso, a expressao de PS parece ser um evento critico para
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o reconhecimento/ remocao destas células por macrofagos. Apesar de muitos outros
receptores participarem deste processo, na auséncia de PS a fagocitose de células
apoptéticas é minima (Figura 6) (FADOK et al., 2001a, TIBREWAL & RAYMOND,

2006).

Figura 6. Translocacdo da fosfatidilserina para a superficie externa da membrane

plasmatica. Extraido de TIBREWAL & BIRGE, 2006.

A perda de assimetria do fosfolipideo de membrana contribui para facilitar o
reconhecimento de células apoptéticas por fagocitos pela exposicdo de outros
ligantes que estdo obscurecidos nas células viaveis. Esta perda de assimetria do
fosfolipideo associado a apoptose € caracterizada por mudancgas na fluidez relativa
vista em células que mantém uma distribuicdo de fosfolipideo normal, alteragdes na
fluidez contribui para mudancgas na funcao, conformacéo, distribuicdo na membrana

da proteina (FADOK et al., 2001b).
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No final de 1970, a anexina V foi isolada de placenta humana, poucos anos
depois esta proteina foi descoberta independentemente em vasos sangliineos e
nomeadas como proteina vascular anticoagulante-a (VAC-a) com propriedade de
inibir a coagulacdo sanguinea. O mecanismo anticoagulante é baseado na alta
afinidade de ligacdo a fosfolipidios de membrana, especialmente de fosfatidilserina
(BOERSMA et al., 2005; BRUMATTI, 2008; VAN GENDEREN, et al., 2008). Assim, a
anexina V tem a capacidade de se ligar fortemente aos fosfolipides de membrana
plasmatica, através de suas cargas negativas na presenca de ions calcio. Todas
anexinas apresentam uma dominio central com quatro repeticdes em a-hélice, que
permite a ligacdo do calcio (MOSS & MORGAN, 2004). Assim, na presenca de ions
célcio, varias moléculas de anexina V se associam fortemente aos fosfolipides de
membrana, como por exemplo, fosfatidilcolina e esfingomielina, ligando-se
avidamente as cargas negativas presentes especialmente nas fosfatidilserinas
externalizadas. A associacdo entre si das anexinas leva a formacgédo de ligacéo
proteina-proteina estavel, porém reversivel, quando os niveis de calcio intracelular
séo depletados (VAN HEERDE et al.,, 2000). A taxa de associacao e dissociagéo
sugere que anexina V ndo penetra na membrana e comporta-se como uma proteina
extrinseca de membrana plasmatica. Assim, a translocacdo da fosfatidilserina
presente na face interna para a face externa da membrana celular e a ligagao de
anexina V é uma forte evidéncia da apoptose (MOCHIZUKI et al., 2003).

Dessa forma, como mencionado, na fase precoce da apoptose, as células
translocam moléculas de fosfatidilserina (PS), para membrana plasmatica externa,
ficando exposta a marcadores celulares como a anexina-V(WATANABE et al., 2002).
Ao utilizar-se anexina-V marcada com FITC para detec¢do de apoptose € possivel

avaliar os niveis de fosfatidilserina expostas na membrana celular externa que se
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associaram a anexina-V, indicando fase inicial de apoptose (apoptose precoce).
Associando iodeto de propidio pode-se mensurar células com permeabiliddade de
membrana, o que poderia indicar fase tardia de apoptose ou necrose (PEC et al.,
2003). Assim, as células em necrose ou em apoptose tardia exibem os mesmos
padrdes caracteristicos, especialmente quanto a permeabilidade de membrana.
Tanto no processo de apoptose tardia, quanto na necrose, a anexina V pode
atravessar a membrana permeabilizada ao mesmo tempo em que o lodeto de
propidio entra no citosol. Dessa maneira pelo ensaio de anexina V fica dificil
diferenciar os dois estagios de apoptose: precoce e tardia. Ainda, estudos prévios
consideram a presenca de dupla marcacao referente a anexina V e ao lodeto de
propidio possa ser interpretado como células em apoptose tardia (PEC et al., 2003).
Portanto, estudo complementar ao ensaio de anexina V € fundamental, utilizando o
método de Hoescht-lodeto, permitindo caracterizar com maior eficiéncia as
diferencas entre apoptose precoce, tardia e necrose.

Corantes fluorescentes como o Hoechst 33342 sdo amplamente utilizados
para determinar a concentracdo de DNA e para corar nucleos avaliados por
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo que emite fluorescéncia azul
guando se liga ao DNA. A bisbenzidina Hoechst 33342 é permeéavel nas membranas
celulares e se une a ligagcdes adenina-timina, sendo utilizados para avaliacdo de
ciclo celular, apoptose e quantificacdo de células vidveis. Este corante é
frequentemente incubado na presenca de substancias indutoras de apoptose,
juntamente com células vivas por minutos até horas (KIECHLER & ZHANG 2003).
Este corante é rapidamente absorvido pelas células durante as fases iniciais da

apoptose, enquanto a membrana citoplasmatica integra esta impermeéavel ao IP.

Fases tardias da apoptose apresentam corpos apoptoticos e sdo acompanhadas
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pelo aumento da permeabilidade da membrana celular, o que permite a entrada de
IP nas células. Desta forma, a combinacdo do Hoechst 33342 e o IP tém sido
intensamente utilizadas para a diferenciacdo dos estagios de apoptose precoce,
apoptose tardia e necrose. Pode-se também adicionar o corante diacetato de
fluoresceina (DAF) que marca células com membrana celular intacta, mesmo as
apoptéticas de verde, sendo um ensaio de 3 espectros coloridos diferentes. Assim
as células sdo avaliadas de acordo com a coloragdo e morfologia em citoplasma
verde e nucleo azul intacto (células viaveis), nucleo azul condensado e fragmentado
(apoptose precoce), nucleo vermelho condensado e fragmentado (apoptose tardia) e

nucleo intacto vermelho (necrose) (HASHIMOTO et al., 2003).
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2.1. Objetivo Geral

O presente estudo tem por objetivo avaliar a capacidade dos alcalbides
(pteroginina e pteroginidina) extraidos de Pterogyne nitens, planta oriunda do
Cerrado brasileiro, em promover a apoptose em linhagem celular tumoral de

carcinoma ductal invasivo (ZR 7531) e adenocarcinoma de mama (MCF-7).

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a citotoxicidade celular, utilizando o método de MTT, nas linhagens

tumorais de mama ZR 7531(derivada de carcinoma ductal invasivo) e MCF-7

(derivadas de adenocarcinoma) tratadas com os alcaléides Pteroginina e

Pteroginidina

e Avaliar quantitativamente a apoptose e necrose celular, utilizando o ensaio de
Anexina V, por citometria de fluxo.

e Avaliar qualitativa e quantitativamente a diferenciacdo de apoptose total
(precoce e tardia) e necrose, utilizando o método do Hoechst e lodeto.

e Avaliar quantitativamente sinais intracelulares de ativacdo da apoptose,

verificando os niveis de caspases efetoras de apoptose (Caspase 3/7),

utilizando o método quimiluminescente de placas.
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3.1. Extracao e isolamento da pteroginina e pteroginidina

As folhas de Pterogyne nitens Tul. (Fabaceae-Caesalpinioideae) foram
coletadas no Instituto Botanico, S&o Paulo — SP, Brasil, entre os meses de abril e
maio de 2003, pela Dra. Maria Claudia Marx Young e identificado como sendo
Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae — Caesalpinioideae) pela Dra. Inés Cordeiro do
mesmo instituto. Uma exsicata (SP204319) encontra-se depositada no herbario
“Maria Eneida P. Kaufmann” do Instituto Botanico, Sdo Paulo — SP, Brasil.

O processo de obtencdo dos alcaldides guanidinicos, foi realizado nas
dependéncias do NuBBE - Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais, Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) sob supervisao
do Prof. Dr. Luis Octavio Regasini. A espécie avaliada nesse trabalho faz parte da
relagéo de plantas do projeto Biota - Fapesp (processo n° 03/02176-7).

As folhas foram secas a temperatura ambiente, aproximadamente 2,5 Kg, e
entdo submetida a moagem empregando moinho de facas. O pé obtido foi levado a
maceragcdo empregando hexanos e com posterior maceracdo em etanol. O extrato
etanolico foi dissolvido em mistura metanol:agua (7:3) e seguido de parti¢édo liquido-
liquido empregando-se acetato de etila e posteriormente n-butanol, obtendo-se trés
fracOes: fracdo hidroalcodlica, acetato de etila e a fracdo n-butandlica rica em
alcaldides.

A purificacéo da fragdo n-butandlica com estimativa de rendimento de 4,0g
(38%) empregando Cromatografia de Permeacao em Gel rendeu 25 subfragbes, as
guais foram reunidas com base nos seus comportamentos em Cromatografia em
Camada Delgada Analitica [CHCI3: e MeOH (85:15)] e Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia com Deteccao por Arranjo de Diodos [Coluna hexil-fenila; MeOH:H,O (5 a
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100% de MeOH); 230 < a < 400 nm; 1 mL/min). As subfracdes alcaloidicas foram
caracterizadas como sendo derivados guanidinicos, devido ao teste positivo com o
Reagente de Sakaguchi, culminando no isolamento dos alcalbides pteroginina e
pteroginidina.

A estrutura molecular destes alcaléides foi confirmada por técnicas
espectroscopicas, tais como: RMN de *H, RMN de **C e espectrometria de massas

de baixa resolucéo.

3.2. Cultura de células

Para os ensaios biologicos com os extratos foram utilizadas linhagens
celulares ATCC (American Type Culture Collection, USA) de carcinoma ductal
invasivo (ZR 7531) e adenocarcinoma de mama (MCF-7) adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro. As linhagens foram cultivadas e congeladas em -276°C
em nitrogénio liquido para estocagem. Posteriormente foram cultivadas em uma
mistura 1.1 DMEM e Ham’'s F10 (Sigma), acrescido de HEPES, penicilina,
estreptomicina, bicarbonato de sddio e soro fetal bovino (SFB, Cultilab). As células
foram cultivadas em garrafas e mantidas a 5% de CO, e a temperatura de 37 °C até
a formacédo de monocamada celular, depois as garrafas de células foram submetidas
a tripsinizacao, para isso, as células foram lavadas com com 5 mL Hanks que foi em
seguida descartado, e as linhagens foram submetidas a 3 mL de tripsina 0,05%
EDTA produzidas a partir de uma solugcéo 10 vezes concentrada (Invitrogen, EUA)
até o desprendimento das células do fundo das garrafas. A seguir, as células foram
homogeneizadas com volumes variados do meio de cultura acrescido de 10% de
soro fetal bovino para a neutralizagéo da tripsina. O volume da suspenséo celular

obtido em uma garrafa foi transferido para outras duas garrafas, de modo a obter
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guantidade celular adequada para os experimentos. As células foram tratadas com
diferentes concentracdes das substancias puras dissolvidas em agua deionizada.
Foram realizados trés experimentos indepependentes com concentracdes em
triplicatas Como controle positivo, a linhagem celular foi tratada com doxorrubicina
(Cloridrato de doxorrubicina 50mg, Eurofarma, SP) em concentracado 15 pg/mL por
24 horas. Como controle negativo, a linhagem nao foi submetida ao tratamento
(células nao tratadas) e como as substancias (Pteroginina e Pteroginidina) séo

hidrossollaveis ndo houve necessidade de controle de veiculo (solvente).

3.3. Tratamento das Linhagens

Para o0s ensaios de citotoxicidade (MTT), apoptose/necrose por
AnexinaV/lodeto de propidio (citometria de fluxo), apoptose precoce e tardia/necrose
pelo ensaio de Hoescht/lodeto de propidio e atividade da caspase 3/7 foi utilizada
uma suspensao respectivamente de 1,0x10°, 2,5x10°, 2,5x10°, 1,0x10° células/poco
das linhagens celulares. As células foram cultivadas em placas de 96, 12, 12 e 96-
poco, e apos 24 horas de cultivo, foram tratadas com os alcal6ides (pteroginina e
pteroginidina). Para todos os experimentos as ceélulas foram tratadas por diferentes
concentracBes dos alcalbides, procurando avaliar o potencial efeito dose-resposta
para citotoxicidade e apoptose. Para a Pteroginina e Pteroginidina as concentragdes
iniciais testadas foram 0,031, 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0mM.
Inicialmente as células foram tratadas por 24 horas e avaliadas imediatamente ap06s
o tratamento (tempo zero, t0) para verificagdo dos parametros de citotoxicidade e
apoptose. As células foram também tratadas por 24 horas, seguido de recuperacao

pos-tratamento de mais 24h (tempo recuperacao, t24h), no qual foi removido os
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alcaldides e colocado meio fresco, e foram também realizados os ensaios de
citotoxicidade e apoptose.

A concentracdo que induz morte celular em 50% das células (ICso) foi
determinada no tratamento de 24h (t0) e no tratamento seguido de recuperagéo
(t24h) em diferentes concentragdes para avaliacdo de citotoxicidade dose-resposta.
Apés a determinacdo do ICsp as células foram tratadas em duas concentracfes
abaixo e acima do IC 50 da respectiva substancia. Cada ensaio foi acompanhado de
um controle positivo (doxorrubicina 15 pg/mL) e controle negativo (células néo-
tratadas). Os dados referem-se as médias de trés experimentos independentes

(Média + Erro Padrao). One Way ANOVA com pos-teste de Tukey.

3.4. Citotoxicidade (MTT)

O método de MTT, utilizado para a avaliagdo da citotoxicidade, tem como
principio a determinagcdo da habilidade de células vivas em reduzirem o sal de 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromide (MTT, Sigma),
formando cristais insoluveis de formazana de coloragdo violeta. Apds o tratamento
para a determinacdo do ICso descrito no item 3.3, o meio de cultura livre de soro fetal
bovino foi removido e as células foram incubadas com 10 pL de MTT a 37 °C, ao
abrigo da luz, até a observagéo da presenca dos cristais violetas de formazana (3 a
5 horas). Posteriormente, para permitir a solubilizacdo dos cristais de formazana,
100 pL de alcool isopropilico absoluto foi adicionado a cada poco e a leitura
espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de onda de 540 nm, foi
realizada em leitor de placas (Bio-Tek Powerwave X, BioTek Instruments, Inc.,USA).

A citotoxicidade de cada tratamento foi expresso pela porcentagem de morte celular,
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calculada em relacdo ao controle negativo, segundo proposto por ZHANG et al. 2004,

CRAWFORD & BOWEN 2002:

células mortas (%) = Absorbancia do Controle Negativo — Absorbancia do Teste X 100

Absorbéancia do Controle Negativo

A partir do teste de MTT foi obtido o ICsy (concentracéo citotoxica para 50 %
das células) e a partir deste estabelecidas as concentracdes a serem utilizadas para
0s ensaios de apoptose. Sendo escolhidas duas concentragdes acima e duas abaixo

do [Cso.

3.5. Ensaios de Apoptose

3.5.1. Citometria de Fluxo (Anexina V)

As células (2,5 x 10°cell/poco) foram cultivadas em placas de 12 pocos por
24 horas e tratadas com concentracbes pré-estabelecidas com o teste de
citotoxicidade dos alcaldides (pteroginina e pteroginidina). Apés o tratamento e
periodo de recuperacdo as células foram tripsinizadas, transferidas para
eppendorfes estéreis e centrifugadas por 10 minutos. As células foram lavadas com
meio DMEM F10 com soro e centrifugadas novamente. Para o ensaio da anexina V
foi utilizado o kit de deteccao de apoptose por Anexina-V marcada com FITC (Alexis,
Lausen, Switzerland). A seguir, as células foram ressuspendidas com 500 pL de de
tampédo de ligacédo, 5 pl de anexina V conjugada com FITC, e 5 pl de iodeto de
propidio. A reacao foi incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente, sob abrigo

da luz. A intensidade de fluorescéncia (FITC e iodeto de propidio) foi avaliada
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utilizando o equipamento FACSCanto (Bencton Dickinson, USA), nas dependéncias
do laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto-USP. Para cada ensaio, foram incluidos controle positivo (15 pg/mL de

doxorrubicina), controle negativo (células n&o tratadas).

3.5.2. Método do Hoechst e lodeto

O ensaio citomorfolégico para deteccdo de células apoptoticas utilizando os
corantes Hoechst 33342 e lodeto de propidio foi realizado nas linhagens celulares
tratadas com alcal6ides (pteroginina e pteroginidina), nas concentracdes proximas
ao ICsp anteriormente determinado pelo ensaio de citotoxicidade (como descrito no
item 3.4). Os tratamentos das células foram acompanhados de controle negativo
(células néo tratadas) e controle positivo (doxorrubicina 15 pg/mL) (DIVE et al.,
1992).

A avaliacdo de células apoptoticas e necroticas foi realizada pelo método de
exclusdo de fluorocromos, utilizando-se uma solugdo fluorescente, contendo
diacetato de fluoresceina (DAF), iodeto de propideo (IP), e Hoescht 33342 (HO)
(Sigma). Ap6s o tratamento com a substancia testada, o meio de cultura foi recolhido
(células mortas em suspensao), as células aderentes foram tripsinizadas, e ambas
foram centrifugadas. Na suspenséo celular de 100yl foi acrescentada uma solucéo
de fluorocromos, contendo 25% da solugéo aquosa de IP (1mg/mL), 50% da solugéo
de DAF em DMSO (1,5 mg/mL), 10 % da solugéo aquosa de HO (1 mg/mL) e 15 %
de PBS. A reacao foi incubada por 5 minutos a 37 °C e as células foram observadas
em microscopia de fluorescéncia, em espectro de absor¢cdo 360 nm e 538nm.

Foi procedida avaliagdo qualitativa e quantitativa, estabelecendo-se a

porcentagem de células em apoptose precoce, tardia e em necrose, levando-se em



Materiais e métodos

consideracdo a morfologia e coloragdo das células. As células foram classificadas
com normais (nucleo azul esférico corado pelo HO, citoplasma verde, em espectro
de absorcdo 360nm), apoptoéticas (nucleo azul com corpos apoptéticos corado pelo
HO, citoplasma verde, em espectro de absorcdo 360nm), e necrdticas (nucleo
vermelho esférico ou em vesiculas corado pelo IP, citoplasma vermelho, em
espectro de absorcdo 538nm.). Ainda, a apoptose foi classificada em precoce
(ndcleo em azul e morfologia nuclear com corpos apoptéticos) e tardia (nucleo
corado em vermelho e com presenca de corpos apoptoticos) e necrética (nucleo
intacto e vermelho) segundo proposto por KOROSTOFF et. al., 1998; HASHIMOTO

et al., 2003.

3.5.3. Ensaio da atividade da caspase 3/7

As linhagens celulares (1,0x10°) foram aderidas em placa de 96 pocos para
lumindmetro. A placa foi preparada conforme as instru¢des do Kit, contendo branco
(sem células), controle negativo, controle positivo e o0s tratamentos com as
substancias no periodo t0 e t24. Adicionando-se em seguida 25 pl (1:1) do Reagente
Caspase-Glo™ 3/7 (Promega USA) em cada poc¢o das amostras testadas em meio
de cultura, submetendo-as sob agitacdo em shaker de placas durante 30 segundos.
As placas foram incubadas durante 1 hora em temperatura ambiente. A leitura
luminescente de cada amostra foi realizada em lumindmetro de placas (Berthold,
USA) nas dependéncias do laboratério de quimica da Faculdade de Ciéncias de
Bauru-UNESP..

Este ensaio conttm um substrato luminescente com a sequéncia
tetrapeptidica que é reconhecida pela caspase-3 e 7 e a luciferase termoestavel ( Z-

DEVD-AMC). Ao adicionar o Mix reagente Caspase-Glo™ 3/7 (Promega, USA) nas
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linhagens MCF-7 e ZR-7531 tratadas e ndo tratadas, promove a lise celular, seguido
pela clivagem do substrato pela caspase 3/7 nas células que foram induzidas a sua
ativacao e liberando a aminoluciferina que posteriormente passa a ser consumida
pela luciferase. O sinal luminescente produzido é proporcional a atividade da

caspase 3/7 presente na amostra (Figura 7)

Figura 7. Reacao da Caspase-GLO ™ 3/7 (Promega USA)

3.6. Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade,
pela técnica de MTT, e para os dos resultados da avaliagdo de apoptose pelo
método de anexina V, foi primeiramente aplicado o teste de normalidade e
constatando-se que os dados apresentavam distribuicdo normal, foi aplicado e o
teste paramétrico one way ANOVA com poés-teste de Tukey. Para o ensaio de
apoptose e necrose pelo método de Hoechst e lodeto foi aplicado o teste de

normalidade que também demonstrou distribuicdo normal e, em seguida o teste
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paramétrico one way ANOVA com pos-teste de Tukey foi aplicado. Essa analise foi

realizada através do software Biostat 4.0.
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4.1. Ensaio de Citotoxicidade para Pteroginina e Pteroginidina

Inicialmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade pela técnica de MTT
com o alcaldide pteroginina na linhagem celular de carcinoma ductal invasivo de
mama (ZR7531) e, por ndo existirem estudos prévios com esta substancia, foi
necessaria a determinacdo do 1Csy (concentracdo que permite a morte de 50% das
células tratadas).

Embora se tenha utilizado nove diferentes concentragbes, o ICso ndo pode
ser completamente determinado. Em 24 horas de tratamento sem recuperacao (t0),
foi observado um valor de morte celular médio de 31,62% nas concentragfes entre
0.5mM a 8mM para pteroginina na linhagem ZR 7531 (Figura 8A).

Determinado o I1Csp (4,31mM), 0s ensaios de citotoxicidade foram realizados
em trés experimentos independentes e os valores expressos pela Média = Erro
Padrao, nas concentracdes abaixo e acima do ICs (0,375, 1,125, 3,375, 10,125 mM)
por 24 horas (Figura 8A) pteroginina na linhagem ZR 7531.

Depois de determinada a citotoxicidade apds 24 horas (t0), seguida de mais
24 horas de recuperacgao (t24), verificou-se um discreto aumento da citotoxicidade
dose-resposta observada no periodo t24 em relagdo as porcentagens de
citotoxicidade sem periodo de recuperagcdo na maior concentracdo (10.125mM) para
pteroginina apresentando morte celular entre 73 % e 70 % das células tratadas

(Figura 9A e 9B).
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Assim como na linhagem de carcinoma ductal invasivo (ZR 7531), a
linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7) ndo existiam estudos prévios dessa
substancia, logo, foi determinado o ICsy da pteroginina observado em 2,5 mM e 4,0
mM por 24 horas de tratamento (Figura 8B). A seguir, foram realizados trés
experimentos independentes de citotoxicidade de pteroginina na linhagem (Média +
Erro Padréo), nas concentragcfes abaixo e acima do ICs (1,25, 2,5, 5 e 10mM) por
24 horas (Figura 8B).

Na figura 9C e 9D estdao demonstrados os resultados de citotoxicidade
(MTT) da linhagem celular de adenocarcinoma. O aumento da citotoxicidade dose-
resposta foi observado na linhagem tratada com pteroginina, em relagdo a maior
concentracdo (10mM) no periodo tO observada morte celular de 58% com o periodo
de recuperacdo em 75% de morte das células tratadas. Demonstra-se também uma
semelhanca na porcentagem de morte celular da maior concentracdo (75%) e o
controle positivo (78%) no periodo de recuperagdo (Figura 9D).

Da mesma forma, o alcaldide pteroginidina foi avaliado quanto a sua
citotoxicidade através do ensaio de MTT na linhagem celular ZR-7531. O ICs, foi
determinado a partir da curva dose-resposta obtida por equacédo da reta (Figura 8C).
Em 24 horas de tratamento sem recuperacao (t0), nas concentracdes entre 0.06mM
a 16mM foi observado um valor de morte celular em média de 43.12% (Figura 8C).
Determinado o ICs (1,2mM) 0s ensaios de citotoxicidade foram realizados em trés
experimentos independentes e os valores foram expressos pela Média * Erro.

A citotoxicidade da pteroginidina (Figura 10A e 10B) foi observada nas
concentragbes abaixo e acima do ICsy (0.25, 0.5, 1.0 e 2.0mM) avaliados na
linhagem de carcinoma ductal invasivo. Foi observado aumento da citotoxicidade

dose-resposta nas maiores concentragoes (1.0mM e 2.0mM), as quais apresentaram
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morte celular de 43 e 57% das células tratadas por 24 horas (figura 10A). Quando
analisada a citotoxicicidade em 24 horas de tratamento, seguido de mais 24 horas
de recuperacéo (t24), foi possivel verificar uma elevada citotoxicidade no tratamento
com 2.0mM e o maximo de morte celular (72%) (figura 10B).

Da mesma forma, um segundo alcaléide (pteroginidina) foi avaliado quanto
sua citotoxicidade (MTT) na linhagem celular de adenocarcinoma (MCF-7) e 0 ICsg
para essa substancia foi observado nos tratamentos 2.5 e 3mM por 24 horas (Figura
8D). Em seguida, a citotoxicidade de pteroginidina foi avaliada nas concentracdes
de 1.25, 2.5, 5 e 10mM, por 24 horas, em trés experimentos independentes. Os
resultados de citotoxicidade foram demonstrados pela Média + Erro Padréo (M + EP).

A citotoxicicidade em 24 horas de tratamento, seguido de mais 24 horas de
recuperacdo (t24) em relagcédo a linhagem de adenocarcinoma (MCF-7) também se
observou uma curva dose-resposta e elevada citotoxicidade com maxima morte
celular de 74% no tratamento com 10 mM, bem como o maximo de morte celular
(73%) no tratamento de 5mM seguido de recuperacédo para o alcaldide pteroginidina

(Figura 10C e 10D).



Resultados E

=

Moarte Celular{ %)

o M &8 38

MTT t0- Zr 7531 (Pteroginidina)

**

CF

=

Morte Celular (%)

025

MTT t24- Zr 7531 (Pteroginidina)

2

Concentracio{mhg

B

(M

025

Concentracdo (i

MTT 10 - MCF7 (Pteroginidina) C

10
a0 4 .
o] -
35 b SO
a =
= L .
230 o
0 . . K
CP 125 25 5 10
Concertraci (D
MTT 24 - MCF 7 (Pteroginidina) D
my
E‘H]' e % :— _'_*
= L £
¥ | e
& L g
! .
£71 :
I:I T T - T 1
CP 25 5 10

[ oncentraco i)

Figura 10 — Ensaio de citotoxicidade MTT. (A) (**) p<0,01. (*) p<0,05 (B) (**) p<0,01 (*) p<0,05 (C) (**) p<0,01. (**) p<0,05. (D) (**) p<0,01 (**) p<0,05. Os
dados referem-se as médias de trés experimentos independentes (Média + Erro Padrdo). CP (controle positivo). One Way ANOVA com pos-teste de Tukey.
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Na avaliacdo comparativa de citotoxicidade do tratamento com os alcal6ides
pteroginina e pteroginidina, extraido de Pterogyne nitens, foi possivel observar efeito
citotoxico dose-resposta em linhagem celular de carcinoma ductal invasivo e
adenocarcinoma. Aparentemente, a melhor resposta citotdxica foi observada no
tratamento sem recuperacao para ambas substancias e maior intensidade do efeito
foi observado para a pteroginidina.

Na figura 11 e 12 estdo demonstradas as fotomicrografias das linhagens
MCF-7 e ZR-7531 submetidas ao tratamento com a pteroginina e pteroginidina em
meio de cultura DMEM no aumento de 10X. Podemos observar as alteragGes
morfolégicas das células em fase de morte celular. Nas maiores concentracdes
apresentam morfologia comprometida com menor nimero de células comparada

com as menores concentragcbes e com o controle negativo.
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Figura 11. Imagem em microscopio invertido da linhagem MCF-7 tratadas com pteroginina A), 10 mM,
B) 5,0 mM, C) 2,5mM, D) 1,125 mM. Linhagem MCF-7 tratadas com pteroginidina nas mesmas
concentr¢gbes E), 10mM F), 5,0 mM G) 2,5mM , H) 1,125mM. Controle Negativo; Controle Positivo
(Doxorrubicina 15 pg/mL). Aumento 10x.



Resultados @

CN Cp
A B
C D
E F
G H

Figura 12 Imagem em microscopio invertido da linhagem ZR 7531. Linhagem tratada com pteroginina
A), 10,125mM, B) 3,375 mM, C) 1,125 mM, D) 0,375mM. Linhagem tratada com pteroginidina nas
concentr¢gbes E) 2,0mM F) 1,0mM G) 0,5 e H) 0,25. CN (Controle Negativo); CP (Controle Positivo-

Doxorrubicina 15 pg/mL). Aumento 10x
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4.2 Ensaio de Anexina V — Citometria de Fluxo

Para a avaliagdo do potencial efeito de apoptose das substancias puras de
Pterogyne nitens (Pteroginina e Pteroginidina), o ensaio de anexina V por citometria
de fluxo foi realizado nas linhagens celulares ZR-7531 e MCF-7 tratadas com os
alcaldides pteroginina e pteroginidina nas concentracdes estabelecidas préximas ao
ICs0 (Figuras 13 e 14). Os experimentos foram conduzidos para a avaliagcdo de
apoptose em células tratadas por 24 horas sem recuperacao (t0) e células tratadas
por 24 horas e recuperacdo de 24 horas pos-tratamento (t24).

No tratamento de ZR-7531 com pteroginina por 24 horas e sem periodo de
recuperacdo t0 (Figura 13A), foi possivel observar apoptose precoce em 20 a 41% e
apoptose tardia/necrose em 18 a 62%. Aumento dose-resposta da apoptose precoce
foi observada com o tratamento com pteroginina quando comparado com o controle
negativo, principalmente nas concentracao de 1.125mM e 10.125mM (p< 0.01). Nas
concentragbes de 3.375Mm e 10.125mM (p<0.01) foi observada a presenca de
maior namero de células em apoptose tardia/necrose em relacdo ao controle
negativo.

Quando a linhagem ZR 7531 foi tratada com a mesma substancia por 24
horas e avaliada no periodo de recuperacdo de 24 horas (t24), as células
apresentaram a mesma resposta de apoptose precoce que o tratamento tO (Figura
13B) nas concentragbes de 1.125, 3.375 e 10.125mM (p<0.01). Entretanto, no
tratamento t24, foi possivel observar que a apoptose tardia/necrose foi menor,
qguando comparados com o tratamento t0. As células tratadas sem e com periodo de
recuperacdo aparentemente apresentaram sinais de apoptose precoce similares,
ressaltando-se que no tratamento sem recuperacdo 55 a 62% das células se

apresentaram em apoptose tardia/necrose (Figura 13A). Em contrapartida, quando
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as células foram avaliadas no periodo de recuperacdo pés-tratamento (t24), 18 a
50% das células estariam em apoptose tardia/necrose (Figura 13B). Aparentemente,
as células no tratamento t24 apresentam diminuicdo do processo de morte celular
por apoptose tardia/necrose, mas mantiveram sinais de apoptose precoce,
resultando no efeito dose-resposta de morte celular observado no ensaio de MTT e
do ensaio de anexina V. Dessa forma, no tempo de recuperagdo as células mantém
sinais de apoptose, uma morte celular menos devastadora, e diminui a morte celular
por necrose.

J& no tratamento de MCF-7 com pteroginina sem periodo de recuperacao -
t0 (Figura 13C), observou-se uma menor porcentagem de células em apoptose
precoce (12 a 30%) e maior porcentagem quanto as células em apoptose
tardia/necrose (6 a 82%). Pode ser observado aumento dose-resposta em relacao a
apoptose tardia/necrose e diferenca significativa (p<0,01) nas concentragdes de 2.5,
5 e 10mM quando comparadas ao controle negativo (CN).

A linhagem de adenocarcinoma (MCF-7) quando tratada com a pteroginina
por 24 horas e avaliada no periodo de recuperacdo de 24 horas (t24), as células
apresentaram semelhante resposta em relacdo aquela verificada no tratamento sem
periodo de recuperacdo (t0). Observou-se aumento na apoptose tardia/necrose (12
a 78%) e diminuicdo na porcentagem da apoptose precoce (5,5 a 15%) no
tratamento t24, supondo que as células anteriormente em apoptose precoce passam

para o estégio tardio do processo de morte celular (Figura 13D).
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Figura 13 — Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com FITC e iodeto de propidio. (A) (**) Apoptose precoce (p<0,01).
(**) Apoptose tardia/Necrose (p<0,01). (*) Apoptose tardia/Necrose (p<0,05) (B) (**) Apoptose precoce (p<0,01). (**) Apoptose tardia/Necrose (p<0,01).(C)
(**) Apoptose precoce (p<0,01). (*) Apoptose precoce (p<0.05). (**) Apoptose tardia/Necrose (p<0,01). (D) (**) Apoptose precoce (p<0,01). (**) Apoptose
tardia/Necrose (p<0,01).
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As células de carcinoma ductal invasivo (ZR 7531) tratadas com pteroginidina por
24 horas e sem periodo de recuperacdo pos-tratamento (t0) apresentaram apoptose precoce em
14 a 41% e apoptose tardia/necrose em 10 a 82% (Figura 14A). Quando comparadas com o
controle negativo, somente na concentragcdo de 2.0mM as células apresentaram maior morte
por apoptose tardia (p<0.01).

Quando a linhagem ZR 7531 foi tratada com a pteroginidina por 24 horas (Figura
14B) e avaliadas no periodo de recuperacdo de 24 horas (t24), observou-se um padréo de
morte celular similar, por apoptose precoce, em todas as concentragdes e baixas porcentagens
de apoptose precoce que variaram de 3 a 12%. Na avaliagdo de apoptose tardia/necrose as
células pOs-recuperacdo ndo apresentaram efeito dose-resposta para todas as concentractes de
tratamento em relagdo ao controle positivo (Figura 14B). No tratamento t24 as células
apresentaram uma diminuicdo na resposta de apoptose precoce quando comparado ao
tratamento tO (Figura 14A e 14B). Entretanto, no tratamento t24, foi possivel observar que a
apoptose tardialnecrose apresentou valores maiores em relacdo aos valores obtidos no
tratamento t0 (20 a 87%).

Quanto a linhagem de adenocarcinoma (MCF-7) observou-se efeito dose-resposta
em relacdo as células em a apoptose tardia/necrose (Figura 14C) e a maior concentragcdo
tetada (10mM) apresentou maiores valores em porcentagem tanto para apoptose
tardia/necrose (58,6%) quanto para apoptose precoce (37,8%) (quando comparada ao controle
positivo (CP). O controle positivo (CP) e os tratamentos nas concentragoes de 2.5; 5.0 e
10.0mM apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle

negativo (p<0,01).
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Figura 14. Ensaio de apoptose por citometria de fluxo utilizando anexina V conjugada com FITC e iodeto de propidio. (A) (**) Apoptose precoce (p<0,01) (**)
Apoptose tardia/Necrose (p<0,01) (B) (**) Apoptose precoce (p<0,01) (**) Apoptose tardia/Necrose (p<0,01). (C) (**) Apoptose precoce (p<0,01) (D) (**)

Apoptose precoce (p<0,01). (**) Apoptose tardia/Necrose (p<0,01).
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4.3 Ensaio de Hoescht/ lodeto

O método de Hoescht e lodeto foi utilizado para a melhor caracterizagédo de
apoptose precoce, tardia e necrose. Podemos observar o padrao morfolégico e de
coloracéo (Figura 15A e 15C) fluorescente azul pelo Hoeschst e fragmentacéo
nuclear representativo de apoptose precoce (AP). Em contrapartida, podemos notar
0s padrdes de apoptose tardia (AT), onde vemos ndcleos com cromatina
fragmentada e coloracdo vermelha fluorescente (lodeto de propidio) e necrose com
nacleo normal e coloracao fluorescente vermelha (Figura 15B e 15D).

No tratamento com pteroginina tO (Figura 16A), foi possivel observar
apoptose (precoce e tardia) em 32 a 47% e necrose em 11 a 43% ambos na
linhagem ZR 7531. Portanto, observou-se um aumento dose-resposta de apoptose
com o tratamento com Pteroginina quando comparado com o controle negativo. Em
todas as concentracdes foi observado apoptose total (precoce + tardia) (p< 0.05)
enquanto a necrose sO foi observada nas maiores concentragbes (p<0.01). Nas
menores concentracdes foi possivel observar que as células tratadas, principalmente
na concentracdo de 1.125mM, apresentaram um aumento de apoptose precoce e
tardia em relacdo aquelas que estariam em necrose. Assim, no tratamento sem
recuperagdo (t0), 30 a 47% das células estariam em apoptose, destas 17% em
apoptose precoce e 28% em apoptose tardia, enquanto 11 a 43% das células
tratadas estariam em necrose (Figura 16B).

Quando as células de carcinoma ductal invasivo (ZR 7531) foram tratadas
com Pteroginina por 24 horas e avaliadas no periodo de recuperacdo de 24 horas
(t24), observou-se que as células pos-recuperacdo mantiveram sinais de apoptose
(precoce e tardia) em 25 a 48% das células e a diminuicdo de necrose, com

resposta entre 16 a 30% (Figura 16C). Quando comparado com o controle negativo
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as ceélulas do periodo pos-recuperacdo apresentaram apoptose total nas
concentragbes de 1.125, 3.375 e 10.125mM, 43, 48 e 41 respectivamente (p<0.01).
N&o foi observada diferenca estatistica entre o controle negativo e as células em
necrose. Em contrapartida, quando as células foram avaliadas no periodo de 24
horas de recuperacdo pos-tratamento (t24), 25 a 48% apresentaram apoptose total
destas 9% em apoptose precoce e 26% em apoptose tardia, enquanto 16 a 31% em

necrose (Figura 16D).

Figura 15. Ensaio de apoptose e necrose pelo método de Hoechst lodeto. Células
ZR-7531 tratadas com Pteroginidina (1.0mM A e B) e Pteroginina (3.375mM C e D).
A) e C) células apoptéticas precoce (AP) com nucleos apoptéticos corados pelo
Hoechst com fluorescéncia no espectro azul (setas); B) e D) Apoptose tardia (AT) e
necrose (N) corados com lodeto de propidio apresentando fluorescéncia no espectro
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do vermelho (setas). Micrografias em microscépio de fluorescéncia observadas em

absorbancia de 360 e 538 nm com objetiva de 40x.

No tratamento sem periodo de recuperacao (t0) da linhagem ZR 7531 com o
alcal6ide pteroginidina (Figura 17A), foi possivel observar apoptoses (precoce e
tardia) em 33 a 53% e necrose em 6 a 28%. Portanto, observou-se um aumento
dose-resposta de apoptose total com o tratamento com pteroginidina quando
comparado com o controle negativo. Com o0 aumento das concentragdes foi possivel
observar que as células tratadas apresentaram um aumento gradativo de apoptose
total assim como aquelas que estariam em necrose. Assim, no tratamento sem
recuperacgdo (t0), 33 a 53% das células estariam em apoptose, destas 23 a 30% em
apoptose precoce e 16% a 40% em apoptose tardia, enquanto 6 a 28% das células
tratadas estariam em necrose (Figura 17B).

Quando as células ZR 7531 foram tratadas com Pteroginidina por 24 horas
e avaliadas no periodo de recuperacdo de 24 horas (t24), observou-se que as
células pos-recuperacdo mantiveram sinais de apoptose (precoce e tardia) em 13 a
26,73% das células e 0 aumento gradativo de necrose, com resposta para necrose
entre 17 a 35,5% (Figura 17C). Quando comparado com o controle negativo as
células do periodo pos-recuperagdo apresentaram apoptose em todos o0s
tratamentos nas concentracdes de 0.25, 0.5, 1.0 e 2.0mM (p<0.01). As células foram
avaliadas no periodo de 24 horas de recuperacdo pos-tratamento (t24), 27 a 48,6%
apresentaram apoptose destas 13% em apoptose precoce e 26,7% em apoptose

tardia, enquanto 17 a 35% em necrose (Figura 17D).
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Figura 16. Ensaio de apoptose por Hoescht e lodeto de propidio. (A) (**) Apoptose Total (p<0,01). (**) Necrose (p> 0,01). (B) (*) Apoptose precoce (p<0,05).
(**) Apoptose tardia (p< 0,01). (C) (**) Apoptose Total (p<0,01). (*) Necrose (p< 0,05). (D) (*) Apoptose precoce (p<0,05). (**) Apoptose tardia (p<0,05).
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Figura 17. Ensaio de apoptose por Hoescht e lodeto de propidio. (A) (**) Apoptose Total (p<0,01). (*) Apoptose Total (p< 0,05). (B) (**) Apoptose precoce

(p<0,01) (**) Apoptose tardia (p< 0,01. (*) Apoptose tardia (p<0,05). (C) (**) Apoptose Total (p<0,01) (*) Apoptose Total (p< 0,05). (*) Necrose (p<0,01). (*)

Necrose (p<0,05). (D) (**) Apoptose precoce (p<0,01). (*) Apoptose precoce (p<0,05). (**) Apoptose tardia (p<0,01).
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Avaliando-se a mesma substancia em linhagem MCF-7 foi possivel observar
que em todas as concentragbes h& o predominio de apoptose em relacdo a necrose.
A concentracdo maxima (10.0mM) apresentou uma maior porcentagem de células
em apoptose (52%) quando comparada ao controle positivo (45%), porém a
quantidade de células em necrose aumenta cerca de 5 vezes em relacdo ao controle
positivo (Figura 18A). Quando a apoptose é avaliada em precoce e tardia (Figura
18B), € possivel observar o aumento na porcentagem de células em apoptose tardia
em todas as concentra¢cdes como também o controle positivo. A concentracdo de
10.0mM determina a maxima porcentagem de células em apoptose tardia (45%) e
em apoptose precoce (40%).

No tratamento de 24 horas com recuperacao de 24 horas (t24), quando
avaliamos as células de adenocarcinoma (MCF-7) ap6s o tratamento com
pteroginidina um efeito dose-resposta tanto para apoptose total quanto para necrose.
Todas as concentragbes apresentam valores maiores que a porcentagem do
controle negativo para ambos parametros relacionados com a concentracdo do
composto (Figura 19C). Quando avaliamos as células diferenciando os estagios de
apoptose, as células deixam de apresentar uma curva dose-resposta. Para todas as
concentragbes observou-se porcentagens similares, supondo que as concentragdes
nao estao relacionadas ao efeito produzido nas células. A porcentagem apresentada
para a apoptose precoce variou de 9,4 a 24,8%, enquanto que para a apoptose

tardia tivemos uma variacao de 13 a 42% (Figura 19D).
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4.4 Ensaio da Caspase 3/7

A medida da atividade das caspases 3 e 7 como um indicador de apoptose
foi avaliada utilizando o ensaio luminescente, este ensaio fornece um substrato
luminogénico que contém a sequéncia tetrapeptideo DEVD, que apés a clivagem
pela caspase 3/7 gera um sinal luminoso, produzido pela luciferase.

A figura 20A Brefere-se a resposta da atividade da enzima caspase 3/7 na
linhagem celular ZR-7531 exposta ao tratamento com pteroginina por 24 horas sem
recuperacao (t0), observou-se um aumento significativo na atividade da caspase 3/7
na concentracdo de 1,125mM (p< 0,05), sugerindo que resposta de caspase 3/7 foi
maior concentracdo intermediaria e menor atividade na menor concentragdo (0,375
mM) e na maior concentracao 3,375 mM.

Na incubacdo de 24 horas, seguida de recuperagcdo, a concentracao
Capase 3/7 liberada no sobrenadante das culturas apresentou um discreto aumento
significativo dose resposta da caspase-3/7 (Figura 20B) que, corresponde aos dados
obtidos a partir do ensaio de atividade, confirmando a ativagéo destas caspases.

O ensaio da atividade da caspase 3/7 tratadas com a pteroginidina t0 e t24
diminuiu em todas as concentracfes nos dois periodos, exceto na concentracédo
0,25 mM do periodo t0, verificou aumento significativo da amostra apds tratamento
(Figura 21A e 21B).

A apoptose avaliada com ambas substancias na linhagem de
adenocarcinoma de mama, figura 20C A e 20D mostra um aumento significativo e
similares no periodo t0 e t24 para pteroginina, mas apresenta niveis basais de morte

celular comparado com o controle negativo (p<0,05).
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Figura 20. Ensaio de apoptose por luminescéncia por ativacéo da caspase 3/7. (A) Atividade caspase 3/7 (*) (p<0,05). (B) Atividade caspase 3/7 (*) (p< 0,05).

C) Atividade caspase 3/7 (*) (p< 0.05). D) Atividade da caspase 3/7 (*) (p< 0,05).
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Figura 21 Ensaio de apoptose por luminescéncia por ativacdo da caspase 3/7. (A) Atividade caspase 3/7 (*) (p<0,05). (B) Atividade caspase 3/7 (*) (p< 0,05). C) Atividade

caspase 3/7 (*) (p< 0.05). D) Atividade da caspase 3/7 (*) (p< 0,05).
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Entretanto, nota-se que nao ocorreu 0 mesmo comportamento da linhagem
MCF-7 no periodo t0 e t24 para a pteroginidina (figura 21C e 21D). Observa-se que
reduziu drasticamente o nivel de atividade da concentragdo de caspase abaixo do
nivel basal, indicando uma baixa expressdo de caspase 3/7. Portanto nao foi
observada a clivagem da caspase 3/7 nestas condi¢cdes confirmando que estas
substancias ndo sao capazes de induzir a ativacdo dessas enzimas, sugerindo

ativacao de morte celular por necrose.
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Estudos sobre o cancer de mama vém sendo desenvolvidos a passos largos
nos ultimos anos, revelando descobertas promissoras cujo objetivo é desenvolver
opcOes de tratamento individualizadas e, com isso o aumento da sobrevida de
pacientes com cancer de mama, especialmente a cura para 0s casos de tumor de
mama avancado (AAPRO, 2001).

Atualmente tem sido enfatizada a relacdo entre apoptose e cancer,
sugerindo que a progressdo da neoplasia envolve alteracdo dos estagios de
apoptose em células normais. Apoptose é uma morte celular programada que é a
Unica forma exatamente regulada responsavel por remover células disfuncionais,
velhas ou danificadas (YANG et. al., 2006). Portanto, um importante processo
fisiologico para manter o equilibrio homeostético da regeneracéo de células teciduais
ou remocao de células mortas. Uma vez iniciada a apoptose, ocorrem inumeras
variagbes morfologicas, como: perda de volume celular, condensacédo da cromatina,
fragmentacdo nuclear, formacdo de vesiculas citoplasméticas que formam os
chamados corpos apoptoticos (WU et al., 2001; YANG et. al., 2006). O crescimento
do tumor é determinado ndo somente pela progressao das células malignas, mas
também pela velocidade com a qual estas células sdo mortas e eliminadas. Estudos
que utilizam modelos animais e cultura de células tém demonstrado que a maioria
dos canceres apresenta alguma falha em programar a morte da célula neoplasica.
Sendo assim, inibir o crescimento do tumor e induzir a morte nestas células tumorais
acabam sendo estratégias terapéuticas ideais (YANG et. al., 2006).

Apesar da apoptose ser um processo essencial para todos 0s organismos
multicelulares, ela também esta envolvida ou associada a uma ampla variedade de
doencas e condi¢des patologicas (CHANDRA et al.,, 2001; REED 1998). Isto tem

revelado um atrativo alvo potencial para o tratamento de véarias doengas. O processo
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de desregulacao da apoptose relacionado ao aumento inapropriado da morte celular
pode resultar em doencas como isquemias, patologias neurodegenerativas, por
outro lado a diminuicdo da apoptose, frequentemente associada a varios tipos de
tumores e doengas autoimmunes. Assim a regulacado da apoptose nestas patologias
podem ser beneficiadas com tratamentos especificos. Entretanto, varios assuntos
ainda precisam ser discutidos antes do sucesso da regulacdo da apoptose ser
implementada para o tratamento de doencgas.

Como mencionado acima, apoptose é processo fisioldgico essencial e
amplo, qualquer tipo de distlrbio deste processo resulta em varios efeitos colaterais.
Um dos primeiros mecanismos a sentir esta desestabilizacdo, sdo as caspases
iniciadoras através de vérias cascatas de sinalizagdo da apoptose que convergem
no ponto alvo crucial anti-apoptotico das caspases executoras. Acreditava-se nao
ser necessario o conhecimento da cascata de sinalizacdo da apoptose envolvida no
processo de doenca, mas devido as falhas nas tentativas de tratamentos,
provavelmente por alta toxicidade e severos efeitos colaterais. Sabe-se hoje que o
problema no tratamento de doencas especificas € frequentemente a falta de
conhecimento do caminho apoptotico envolvido. Em outras palavras, para ser bem
sucedida precisa ser em um alvo especifico possibilitando inibir ou ativar o caminho
envolvido no processo de doencga. Em geral, 0 mecanismo de restricdo da apoptose
através do caminho mitocondrial, seria a de intervencédo do passo de perturbacdo da
funcdo mitocondrial antes da ativacdo de proteinas Bax e/ou Bak, e sua
oligomerizagdo na membrana. Isto seria uma perturbacao restrita da sinalizacédo da
apoptose em células, afetando somente a ativacdo funcional especifica do processo

de Bax/Bak. (KINNALLY & ANTONSSON, 2007).
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Assim, manteria totalmente a funcdo mitocondrial nas células, das quais
pode ser extremamente importante em muitas condigcbes onde a apoptose ndo é a
causa direta da doenca. Talvez, esta dificuldade em predizer qual efeito a inibicdo da
apoptose ter4d no processo da doencga. A inibicdo da apoptose pode limitar ou
impedir dano ou destruicdo do tecido, favorecendo a recuperacdo e reduzindo os
prejuizos. Em vérias doencas a morte celular ndo é exclusivamente por apoptose, a
necrose frequentemente esta envolvida e o limite entre os dois processos ndo esta
bem definido. A célula pode presentir entrar na cascata de apoptose, mas no final
por condi¢Bes de conversdo a célula entra em morte necrética (NICOTERA, et al.,
1999).

Recentes evidéncias sugerem que as células tumorais com alteragbes na
funcdo apoptotica, podem divergir para outro caminho de morte celular, como a
necrose apresentando perda da integridade fisica e promovendo portanto uma
alternativa de abordagem terapeutica (ZONG &THOMPSON, 2006; DEGENHARDT
et al.,2006; ZONG et al., 2004). A necrose aparece em células tumorais com erros
na funcdo apoptética quando a taxa de consumo de energia excede a energia
produzida. Este tipo de morte celular mais uma vez suporta a idéia da regulacéo do
metabolismo celular ser um atrativo alvo terapeutico alternativo. Embora a necrose
seja um mecanismo menos eficiente de morte celular comparado com a apoptose,
ainda, permanece um meio tratavel de morte das células tumorais com defeito na
apoptose, apesar das possiveis consequéncias da promoc¢do da inflamacéo.
(DEGENHARDT et al., 2006).

Aparentemente células tumorais com defeitos na apoptose requerem um
processo catabodlico da autofagia para promover uma origem alternativa de energia

em periodos de privagdo metabdlica inibida durante a necrose (DEGENHARDT et al.,
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2006; LUM et al., 2005). A autofagia € um processo onde as organelas e citoplasma
volumosos séo alvos de degradacao pelos lisossomos (KLIONSKY, 2005) Células
normais de mamiferos necessitam da autofagia basal para renovagédo de organelas
e proteinas para manter o metabolismo e viabilidade durante periodos de privacao
de nutrientes (HARA et al., 2006; KOMATSU et al., 2006; KOMATSU et al., 2005).
Em células tumorais, a autofagia é necesséria para manutencdo do metabolismo e
viabilidade celular, até o restabelecimento de suprimentos. Se persistir a deprivacao
de nutrientes, a célula progressivamente conduz a morte celular autofagica. Assim,
em contraste da apoptose que é um processo rapido e irreversivel de morte, o
caminho autofagico é capaz de sobreviver ao estresse metabdlico, além de poder
ser interrompido (DEGENHARDT et al., 2006).

Assim, a apoptose em muitos tratamentos, deve assegurar que as células
nao apenas mude o caminho para morte necrética, das quais pode no final agravar
em vez de melhorar a condi¢do celular. E ébvio também que a ativagdo da morte
celular programada deve ser focada nas células alvo da doenca, minimizando os
efeitos colaterais por indugéo inapropriada da apoptose em outras células e tecidos.

Dessa forma, é recomendavel o desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento para o cancer e para doencgas neurodegenerativas, sendo necessario
aprofundar o entendimento da integracdo dos multiplos caminhos de morte celular.

As plantas, algumas vezes, tém sido utilizadas como agente medicinal
popular desde o inicio da humanidade. O desenvolvimento de principios ativos
derivados de plantas e seus analogos sintéticos e semi-sintéticos serviram como
caminho para descoberta de novos produtos farmacéuticos da medicina moderna.
Desde 1961, varios compostos derivados de plantas foram aprovados como drogas

anti-cancer nos USA: como vincas alcaloides, podofilotoxina, etoposidio, teniposidio,
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camptotecinas e taxanos, estabelecendo uma possibilidade para o tratamento
guimioterapeutico em muitos tipos de canceres (LEE, 1999; NEWMAN & CRAGG,
2007).

Entretanto varias drogas anti-neoplasicas estdo sendo avaliadas, quanto ao
uso limitado por fatores como, baixo potencial, baixa solubilidade em agua,
toxicidade e resistencia tumoral. Sendo assim necessario agentes anti cancer mais
efetivos e seguros (SRIVASTAVA et al., 2005).

O foco principal dos estudos da medicina tradicional e das formulacdes
chinesas, na escolha de um novo agente potencial anti tumor, é direcionada na
caracterizacdo, no mecanismo de acdo ou bioatividade para identificar novos
compostos ativos. Planejando obter modificacées nas estruturas das drogas gerando
analogos sintéticos com aumento da atividade, diminuicdo da citotoxicidade ou
melhorando o perfil farmacoldgico (LEE,1999).

Produtos naturais com diversas atividades biologicas estdo contribuindo
para o desenvolvimento de aproximadamente de 75% das drogas (NEWMAN &
CRAGG, 2007; LEE,1999). Principalmente extratos ou substancias isoladas de
plantas tém sido freqientemente avaliados quanto ao seu potencial
anticarcinogénico. Artigos recentes demonstram extratos vegetais que s&o
separados e purificados e assim entender os mecanismos de acgao destas
substancias (SANDHYA & MISHRA, 2006). Pelo fato de muitos medicamentos
utilizados no tratamento para cancer apresentarem estrutura semelhante ao de um
alcaldide, atualmente estdo isolando alcaldéides de herbaceos nunca antes
estudados para verificar os seus possiveis efeitos sobre a doenca (SILVA et al.,

2008).
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Embora a maioria dos estudos com alcaléides tenha como caracteristica
guimica comum grupamentos fendlicos (MCNULTY et al.,, 2007; GRIFFIN et al.,
2007), a Pteroginina e Pteroginidina isoladas de Pterogyne nitens séo alcaléides que
apresentam em suas estruturas quimicas grupamentos amina primaria e terciaria,
com padrao de substituicdo do tipo N,N-diisoprenil. Pteroginidina apresenta padréo
de substituicdo isoprenilica do tipo N,N’-diisoprenil o que confere menor polaridade e
menor hidrossolubilidade em relacéo a pteroginina cujo padrao de substituicdo é do
tipo N,N-diisoprenil. Alcaléides com grupamento amina e anéis inddlicos foram
estudados e demonstraram atividade antitumoral, antiviral, antifingica e
antiinflamatdéria (BAO et al., 2004; DASSONNEVILLE et. al., 2000). Outras estruturas
de alcal6ides isolados de plantas estdo sendo relacionadas a atividades analgésicas,
antiarritimicas e imunomodulatorias (XU et al., 2006). Porém nenhum destes tém
sido considerados compostos com atividade importante em tumores solidos,
incluindo o cancer de mama. Sendo assim, cada vez mais estudos apresentam
linhagens celulares tumorais tratadas com alcalbides na busca de alguma atividade
antitumoral, com diminuicdo da proliferacdo celular e inducdo de apoptose dose-
resposta e tempo-resposta (HUANG et al., 2003).

A Pteroginidina se trata de um composto guanidinico com substituicdo
N1,N2-diisoprenil que quando comparado ao Ni,N,Ns-diisoprenil apresentou uma
citotoxicidade razoavel em relacdo ao alcaldide trisubstituido que se demonstrou
altamente toxico nas linhagens celulares (MAVAR-MANGA et al., 2008). A
modificacdo de grupamentos quimicos ou a mudanca de posi¢cado cis-trans de
grupamentos pode conferir ndo s6 modificacdo de polaridade, bem como a

modificacdo de sua atividade (BANSKOTA et al., 2002; REGASINI et al., 2008).



Discusséao

Quando, nesse estudo, comparamos a citotoxicidade de ambos alcalbides,
podemos observar maior atividade citotoxica da Pteroginidina em relagcdo a
Pteroginina devido as suas concentragdes proximas ao seu respectivo IC50 serem
menores. A Pteroginina no periodo sem (t0) e com recuperacdo (t24) e a
Pteroginidina no periodo sem recuperacdo (t0) demonstraram possuir um mesmo
efeito-dose resposta para apoptose precoce em todas as concentracdes estudadas.
Ja a Pteroginidina apresentou um efeito dose-resposta similar tanto para apoptose
precoce quanto para a apoptose tardia no tratamento seguido de periodo de
recuperacdo de 24 horas. Dessa maneira podemos sugerir que as substituicdes na
estrutura guanidinica dos alcaléides poderiam estar relacionadas com a intensidade
do efeito produzido nas células. Geralmente a relacéo entre estrutura e atividade de
um composto € interessante para se conhecer a funcdo dos grupamentos
substituidos e consequientemente seu mecanismo de acdo (SAKURAI et. al., 2005).

Os nossos resultados, até o presente momento, sugerem que ambos
alcalbides isolados de Pterogyne nitens possivelmente induzem a apoptose em
células tumorais de cancer de mama. Indugédo de uma morte celular programada que
existe na sua forma latente em todas as células do corpo inclusive as tumorais
acaba se tornando uma terapia vantajosa quando comparada a outros mecanismos
de acao de quimioterapicos convencionais.

Dessa maneira, a investigacdo de novos compostos é desejavel na busca
para um tratamento mais efetivo contra cancer de mama. Os alcalbides propostos
para o0 presente estudo isolados na P nitens, ainda nao foram plenamente
investigados para a atividade biolégica anti-tumoral em linhagens celulares de
cancer de mama, podendo ter acdo nessas linhagens neoplésicas e permitindo o

restabelecimento dos sinais de apoptose.
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Estudos prévios demonstram que alcaldides possuem atividade
antiproliferativa importante para tumores sélidos (ZHANG et al., 2007; WANG et al.,
2005). Ainda esses compostos demonstram possuir seletiva citotoxicidade, fato este
gue estimula a melhor investigacdo de sua atividade anticarcinogénica. Assim,
podendo atuar como um potencial agente na eficacia terapéutica em pacientes com
cancer de mama.

Em nosso laboratério foi demonstrado que esses alcalbéides de P.nitens sao
capazes de induzir a diminuicdo da proliferagéo celular em linhagens celulares de
cancer de colo uterino (SiHa, Hela e C33A) e céancer de pulmao (A549). Esses
estudos estimularam a investigacéo do efeito antiproliferativo em linhagens celulares
de cancer de mama com diferente background genético (carcinoma ZR 7531 versus
adenocarcinoma MCF-7).

Outros trabalhos utilizando extratos de plantas, onde foram isolados cinco
alcaldides guanidinicos das folhas e caules de P. nitens, mostraram atividade
citotoxica sobre linhagens mutantes de Saccharomyces cerevisiae, contra células de
ovarios de hamster chineses sugerindo atividade antitumoral potencial desses
alcaldides, e de flavonoides com atividade inibitéria da mieloperoxidase e como um
potencial agente antioxidante (BOLZANI et al., 1995; FERNANDES et al., 2008;
REGASINI et al., 2008 a,b; REGASINI, 2008c).

Entretanto, amplo espectro de atividades biol6gicas tem sido descrito para
alcal6ides guanidinicos de origem marinha, sendo que, por outro lado, poucos
estudos relatam o potencial de produtos obtidos de plantas altas com atividade anti-
cancer (BERLINCK,1996; BERLINCK, 2002). Alguns compostos isolados de P.nitens,
nitensidina D e E, pteroginina, pteroginidina foram avaliados in vitro quanto a

atividade citotoxica pelo ensaio de MTT em linhagens de leucemia mieloblastica
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humana (HL-60), carcinoma de colon humano (HCT-8), melanoma humano (MDA-
MB-435), e glioblastoma humano (SF-295). O valor médio da concentragao inibitoria
(IC50) foi determinado usando protocolo do National Cancer Institute (NCI), os
resultados demonstraram que todos os compostos foram inativos com IC50 > 5
Mg/mL para todas as linhagens celulares, exceto a nitensidina E que apresentou
maior atividade entre os compostos em diferentes linhagens celulares (REGASINI et
al., 2009).

No presente estudo, foi possivel observar que os alcaldides Pteroginina e
Pteroginidina, extraido de Pterogyne nitens (Fabaceae) Unica espécie do género e
gue representa uma fonte de inUmeros alcaléides guanidinicos citotoxicos (Bolzani,
1995), apresentaram efeito citotéxico dose-resposta em linhagem celular de
carcinoma ductal (ZR 7531) invasivo e adenocarcinoma (MCF-7). Aparentemente, a
melhor resposta citotoxica foi observada no tratamento sem recuperacdo para
ambas substancias e maior intensidade do efeito foi observado para a Pteroginidina.
Diversas plantas, inclusive a P. nitens, parecem possuir principios ativos capazes de
controlar a proliferacdo desordenada das células malignas. A citotoxicidade dos
alcaldides isolados de P. nitens j& foi estudada em células gastrointestinais
ulceradas e neste estudo foi demonstrada a acao antiinflamatoria das substancias
(MAVAR-MANGA et al., 2006). Embora a Pteroginina e Pteroginidina demonstre
efeito citotoxico dose-resposta, aumento de morte celular em linhagem de carcinoma
ductal invasivo e adenocarcinoma de mama, é preciso avaliar qual o tipo de morte
celular esta sendo induzida. O ideal para uma boa substancia anticarcinogéncia é a
inducdo de morte celular por apoptose pois se trata de uma forma altamente

regulada e organizada de morte celular programada (YAN et. al, 2008), observada
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em resposta a numerosos estimulos (BRAS et al., 2005) que elimina células ndo
viaveis como um programa intrinseco de suicidio celular (STANDER et al., 2007).

Na avaliagdo de apoptose induzida pela Pteroginina e Pteroginidina em
linhagem ZR 7531 pelo método da anexina V, foi observado um maior efeito dose-
resposta de apoptose tardia/necrose e um pequeno e similar de apoptose precoce
em todas as concentragOes. Primeiramente o ensaio de apoptose foi avaliado por
citometria, ambos os alcaldides de P. nitens apresentaram efeitos anti-apoptoticos
distintos, sendo que a Pteroginina apresentou apoptose tardia/necrose tanto no
tratamento por 24 horas quanto no tratamento seguido de periodo de recuperacéo,
enquanto que a Pteroginidina apresentou no periodo de recuperacao pos-tratamento
um efeito intenso de apoptose tardia/necrose. Esses resultados poderiam sugerir
gque a apoptose precoce e apoptose tardia/necrose sdo mais exuberantes no
tratamento sem recuperacao, possivelmente indicando etapas finais do processo de
apoptose e/ou necrose.

Por outro lado, menor porcentagem de células estariam em apoptose
precoce e a maioria em apoptose tardia/necrose no periodo de recuperacdo pos-
tratamento, possivelmente indicando as células continuariam o processo de morte
celular (apoptose ou necrose) em etapas posteriores ao tratamento. Sendo assim,
muitas células mortas por apoptose apresentam caracteristicas fisioldégicas
semelhantes a uma célula morta por necrose apds certo periodo de tratamento
(SUN et al., 2005). Somente proteinas BH3, induzem a morte celular tipo necrose
(VANDE et al., 2000). A necrose nestes casos, serve como substituto para apoptose
mediada por caspase (OPPENHEIM et al., 2001).

A analise de apoptose (Anexina V) por citometria de fluxo das células de

adenocarcinoma de mama (linhagem celular MCF-7) observou-se que o efeito dose-
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resposta € mais pronunciado em relacdo ao efeito produzido nas células de
carcinoma ductal invasivo (linhagem celular ZR-7531). Apés o periodo de
recuperacdo de 24 horas (t24) tanto para a Pteroginina quanto para a Pteroginidina
verificou-se 0 aumento na porcentagem de células em apoptose tardia/necrose e
diminuicdo de apoptose precoce como ja havia sido observado em ZR 7531, porém
menos pronunciado. Em um estudo com células MCF-7 tratadas com altas doses de
tamoxifeno também induziu a morte celular por necrose (BURSCH et al., 1996).

O desenvolvimento de estratégias que aumente o potencial terapéutico das
drogas citotoxicas anti-cancer, estdo direcionadas na combinacdo quimioterdpica,
com objetivo de atingir menor toxicidade sistémica e resisténcia as drogas (ARLEN
et al., 2001, HAAS, 2001). Suplementos dietéticos, bem como agentes fitoterapicos
com alta eficacia anti-cancer e menor toxicidade em tecidos normais sao sugeridos
como possiveis candidatos para serem investigados para eficacia sinérgica em
combinagao com drogas anti-cancer (KELLOFF, 2000).

Células tratadas com doxorrubicina tem manifestado alteracbes nas
caracteristicas morfolégicas associadas a apoptose, o0 que pode ser um dos
mecanismos de acdo desta substancia além do intercalamento ao DNA. Tyagi, et al.,
(2002), demonstraram resultados de efeitos de sinergismo terapéutico da
doxorrubicina com o flavonéide silibina em células de cancer de prostata DU145, os
efeitos encontrados in vitro em termos da inibicdo do crescimento celular com
reducdo de um quarto da concentracdo inicial da dose de doxorrubicina 100uM,
pode ser alcancado com 25 pM em combinacdo com dose 100nM para silibina.
Consistentemente mostrou que esta combinacdo por 48 horas induz forte efeitos de
morte celular apoptética 41%, comparados com os agentes sozinhos com 15% de

células apoptéticas nestas linhagens.
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Crawford & Bowen (2002), em estudo com agonistas dos receptores sigma
2, demonstrou induzir apoptose em varias linhagens de cancer de mama, inclusive a
MCEF-7 tratadas com 100 puM de doxorrubicina por 48 horas pelo ensaio de ligacao
da anexina V, de maneira independente da ativacdo das caspases e proteina p53.
Isto sugere, que o caminho apoptético é distinto daqueles agentes que causam
danos ao DNA e outros estimulos apoptoticos.

A Citometria de fluxo € um método qualitativo, quantitativo e exato para
analise de apoptose (CHINKWO, 2005; BERTHO et al., 2000), porém o ensaio néo
distingue a apoptose tardia da necrose, pois 0 método avalia a apoptose pela
translocacdo da fosfotidilserina para a membrana externa fosfolipidica (GRIFFIN et
al., 2007; RUCKER-MARTIN et al, 1999). Entretanto, a avaliagdo de apoptose por
esse método nado permite determinar os diferentes estagios de apoptose,
denominados precoce e tardia (PEC et al., 2003; BOERSMA et al., 2005). As células
em necrose e em apoptose tardia exibem padrdes caracteristicos, especialmente
guanto a permeabilidade de membrana para o iodeto de propidio que ao ser
permebilizado no citosol ndo podem ser distiguidos (MACIOROWSKI et al., 1998;
ELSTEIN & ZUCKER, 1994, PEC et al., 2003). Outra desvantagem do ensaio por
citometria de fluxo é o fato de procedimentos técnicos que antecedem a avaliacédo
de apoptose (selecdo celular ou centrifugacdo) enfraguecem a exposicdo de
fosfatidilserina ou aumentam a ruptura de membrana o que poderia levar em
resultados falso-positivos (KOROSTOFF et.al., 1998).

Assim, a selecdo e identificacdo de células em apoptose tardia sdo mais
dificeis de caracterizar no ensaio de anexina V quando comparada com o método de

Hoechst/lodeto (MACIOROWSKI et al., 1998; ELSTEIN & ZUCKER, 1994).
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Portanto, no presente estudo, para melhor caracterizacdo das alteragbes
gue ocorrem na célula durante o estagio de apoptose precoce foi realizado o0 ensaio
de Hoechst/lodeto e comparado com o0s resultados de anexina V.
(DARZYNKIEWICZ et. al., 1992). Séo visiveis as mudangas morfoldgicas nucleares,
na permeabilidade de membrana e na formacdo de corpos apoptéticos
(MACIOROWSKI et al., 1998). Assim, foi possivel melhor observar a diferenca entre
0s estagios de apoptose precoce e tardia nas células ZR 7531, no qual a Pteroginina
no periodo sem (t0) e com recuperagdo (t24) e a Pteroginidina no periodo sem
recuperacdo (t0) demonstraram possuir um maior efeito-dose resposta para
apoptose tardia e menor efeito para apoptose precoce em todas as concentracoes
estudadas.

Quando avaliamos as células MCF 7 quanto ao ensaio de Hoechst, foi
possivel observar que no tratamento sem periodo de recuperacdo (t0) as células
mais se apresentaram em apoptose tardia quando tratadas com Pteroginidina. Ao
passo que tanto os valores de apoptose precoce quanto os de necrose
permaneceram sem grandes variacdes. Porém, se observa o melhor comportamento
das células tratadas com Pteroginina apos o periodo de recuperacdo de 24 horas,
pois o0s valores apoptose precoce e apoptose tardia sdo similares, supondo que toda
vez que uma célula entra em apoptose, ela se encaminha para a apoptose tardia de
forma equilibrada. A Pteroginidina por sua vez passa a apresentar aumento na
porcentagem de células em necrose e em apoptose tardia.

A externalizacao da fosfatidilserine também foi induzida por produtos toxicos
em células T primériase em células do epitélio renal na presenca de inibidores de
caspases e na auséncia da atividade de caspases. Outros estudos sugerem que

apoptose pode ocorrer na auséncia de atividade de caspase incluindo o uso de
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estaurosporina (LANKIEWICZ et al., 2000; NUTT et al., 2002; ZHANG et al., 2004) e
ceramida (JONES et al.,, 1999; PERRY et al.,, 2000). Sendo isto um mecanismo
importante para determinar a externalizagcdo da fosfatidilserina na auséncia de
atividade de caspase.

Lock et al., (2007) em estudo, com células de cancer renal Caki-1, utilizando
a externalizacdo da fosfatidilserina como marcador de apoptose, durante o
tratamento com drogas anticancer 5-fluorouracil (5-FU), e pro-drogas, doxifluridina
(Dox) e floxuridina (Flox), demonstrou ocorrer apoptose via mecanismo dependente
de caspase, provavelmente causada pela ativacdo da caspase 3, como também
demonstrada em Wu et al., (2001).

Em contraste, a externalizagdo da fosfatidilserina produzidas por
estaurosporina na linhagem A-498 apresentou caminho independente de caspase,
efeito similar ocorreu com Caki-1. Altas concentracbes de pré-drogas foram
necessarias comparadas 5-fluorouracil (5-FU) no aumento de anexina V, sugerindo
baixo metabolismo celular. Da mesma maneira, as células foram tratadas 5-FU na
presenca do inibidor de caspase N-benzyloxycabonyl-Val-Ala-Asp-
fluoromethylketone (ZVAD), bloqueando a apoptose e ativacdo da caspase 3, a
exposicdo celular com Dox e Flox na presenca ZVAD, conduziu a morte celular
necrotica depois de 96 horas de tratamento (LOCK et al., 2007).

A descoberta da inibicdo das caspases e da mudanca da forma de morte
apoptética por necrose tem sido relatada (LEMAIRE et al., 1998).

Experimentos subsequentes foram conduzidos na presenca de outros
mediadores da externalizagdo da fosfatidilserina. O tratamento dessas mesmas
linhagens com o agente anti-cancer cisplatina (50uM) ou com o inibidor de proteina

de quinase C estaurosporina (0.3 pM) resultou em 20-30% de células anexina V
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positivas. O tratamento com o inibidor de caspase N-benzyloxycabonyl- Val-Ala-Asp-
fluoromethylketone (ZVAD) blogueou a ligacédo da anexina V depois do traramento
de 48 horas com cisplatina. O padrédo de morte celular tem divido entre apoptose da
gual é programada e ativada por proteases e caspases especificas, e por necrose.
Entretanto, agora acumula mais evidéncias que a morte da célula pode ocorrer na
auséncia e independentemente da ativacao de caspase (LOCK et al., 2007).

Lassus et al.,(2002), em um estudo com cinco linhagens de células tumorais
humanas, demonstrou sensibilidade aos agentes citotoxicos amplamente utilizados
nas pesquisas sobre cancer a cisplatina e etoposideo. Na linhagem de
adenocarcinoma de pulmao A549 e osteosarcoma U20S, a caspase-2 e Apaf-1
foram necesséarias para producdo dos aspectos morfolégicos da apoptose e
liberag&o do citicromo c. Em, contraste, a linhagem de cancer de mama MCF-7 nao
requer ativagcdo da caspase-2 para a liberagdo do citocromo c, talvez por ser
caspase independente da liberacdo do citocromo ¢ nestas linhagens ou outras
caspases estéo envolvidas.

Na continuidade deste estudo foi realizada a avaliacdo da atividade
apoptotica pela via das caspases executoras 3 e 7. As modificagdes morfologicas
gue ocorrem na célula em apoptose sao promovidas por uma familia de cisteina-
proteases denominadas caspases. Essas proteases sao sintetizadas como
precursores inativos, as pré-enzimas, que sao convertidas em forma ativa apés
clivagem proteolitica e ativadas, em caspases, somente quando a célula recebe
algum sinal de morte. Uma vez ativadas atuam em cascata, as caspases iniciadoras,
dentre elas a Caspase 9, ativam as caspases efetoras, funcdo da Caspase 3, que
por sua vez atua na degradacédo do acido desoxirribonucléico (DNA) (BRATTON et

al., 2001; VACULOVA et al., 2008; SHARIFIA et al., 2009).
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Estudos de apoptose avaliando a atividade das caspases 3/7 com a
linhagem de carcinoma ductal invasivo ZR-7531, até onde conhecemos, sao
inexistentes. Entretanto nossos resultados, demonstraram um aumento na atividade
das enzimas com diferenca significante nas menores concentragfes no periodo t0O
sem recuperagdo, onde a maior atividade foi maior na concentragéo de 1,125 mM
para pteroginina. No periodo t24 para a mesma substancia foi observado um
discreto aumento dose resposta. Resultados semelhantes foram encontrados para a
pteroginidina no periodo sem recuperacado em relacdo ao aumento da atividade da
caspase na menor concentracdo de 0,25 mM. No periodo com recuperacdo nao foi
observado atividade das caspases 3/7.

Embora ndo existam estudos na literatura, acreditamos na hipétese na qual
a atividade da caspase 3/7 pode ser avaliada nas menores concentracées onde o0s
danos da funcdo celular ainda ndo estdo totalmente comprometidos. Entretanto
ensaios deverdo ser realizados no futuro para tornar essa hipétese consistente. Por
outro lado, ndo podemos afirmar a sensibilidade da linhagem de adenocarcinoma
(MCF7) na inducéo da caspase 3/7.

A recuperacao da viabilidade celular apés tratamento das células MCF-7 no
tempo 24h é notavel nas concentragbes 1,125, 2,5 e 5,0 mM investigadas para
pteroginina quando comparadas com a pteroginidina, apresentando nivel similar em
relacdo ao periodo t0. Este fendmeno pode ser explicado pelo fato das células que
entraram em apoptose ativando a via das caspases 3/7 no periodo tO mantiveram a
mesma quantidade de liberagdo da enzima quando recuperadas, favorecendo a
morte da populagédo celular que conseguiu recuperar-se dos danos causados, com

isso entrando em apoptose pela ativagdo da caspase 3/7 em baixos niveis.
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Para a pteroginina na linhagem MCF-7, comparando com o controle
negativo, apresentou maiores valores de leitura nas concentragdes 1,125, 2,5 e 5,0
mM. No tratamento com pteroginidina, ndo ocorreu aumento em relacdo ao controle
negativo, demonstrando assim, apenas o nivel basal de morte celular na linhagem
nao tratada. Sugerindo que, especialmente a pteroginidina, provavelmente induz
outro tipo de morte celular que ndo ative a caspase 3/7, como por exemplo a
necrose ou ativa outras vias da sinalizacdo celular. Rogalska et al., (2010),
demonstrou que quando ocorre inativacdo da caspase 3 ou caspase 8 por um
periodo longo de incubacao, induz a transicdo do tipo de morte celular apoptética
para necrose.

No presente estudo e em outros relatos, demonstrou que a célula de cancer
mamario MCF-7 sdo resistentes as quimioterapias (HORTOBAGYI, et al.,1997;
BOVEN, 1996). A baixa susceptibilidade das células MCF-7 as drogas
convencionais como doxorrubicina ou cisplatina pode ser atribuido a um caminho
apoptético aberrante. (DEL BUFALO et al., 2000; WESIERSKA-GADEK et al., 2003).
Tem sido amplamente discutido que as células MCF-7 nao expressa niveis
detectaveis da caspase efetora -3, a enzima essencial na cascata apoptotica e de
fragmentacdo do DNA. A auséncia da atividade da caspase-3 é devido ao ponto de
mutacdo no gene da CASP -3 que é funcionalmente deletado, pela introducéo
prematura do stop codon no RNAm. E conhecido, portanto que as células MCF-7
entram em apoptose na auséncia completa de quebra da fita de DNA e sem muitas
caracteristicas na mudanca morfolégica (CHEN, WONG, 2009; JNICKE et al., 1998;

YANG et al., 2005)
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Vérias evidéncias mostram que a apoptose de células que encontram
defeitos ou erros na replicacdo do DNA durante a proliferacao € dependente da
degradacdo da proteina Rb, fatores inibitérios CDK, p21 e p27 e da proteina MDM2,
um inibidor da atividade de p53 (LEVKAU et al., 1998; BELIZARIO et al., 1991;
BELIZARIO et al., 1999; HIESH et al., 1999). Estudo confirmado com mutante das

proteinas MDM2 e Rb, nos quais as sequéncias de aminoacidos DEVD - sitio

preferencial de clivagem pela caspase 3 foram substituidos por amino&cidos neutros.

hY

Na auséncia de degradacdo dessas proteinas, as células resistiram a apoptose
induzida por varios agentes fisiolégicos e farmacoldgicos (TAN et al., 1997;
FATTMAN et al., 2001). Nao ha entretanto, evidéncias de que uma presséao seletiva
na populagdo de células malignas de um tecido tumoral produza células cujas
proteinas apresentem mutacdes em sitios de clivagem de enzimas caspases como
um fendmeno geral da resisténcia a apoptose. Em outros estudos, encontrou-se um
baixo nivel de caspase-3 detectavel no tratamento da linhagem MCF7 com paclitaxol
(KOTTKE et al., 2002) e significante aumento da atividade da enzima das células
expostas a doxorubicina. (WANG et al., 2004; ZOLI et al., 2005). Estes resultados
sugerem que a ativacdo das caspases fucionam como um suporte, mas ndo € um
instrumento necessario para disparar a maquinaria apoptética nessa linhagem
(CHEN & WONG, 2009).

Embasados nos resultados obtidos, através dos ensaios por nés
empregados, consideramos serem necessarios maiores estudos sobre 0s
mecanismos que levam a linhagem de cancer de mama humano MCF-7 a
apresentar resisténcia a altas doses de tratamento com ambas substéncias no

periodo t0 e t24 apresentando leituras similares entre 0os ensaios.
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1. Os alcal6ides Pteroginina e Pteroginidina, extraido de Pterogyne nitens,
apresentaram efeito citotéxico dose-resposta em linhagem celular de carcinoma
ductal invasivo e adenocarcinoma de mama. Aparentemente, a melhor resposta
citotoxica ocorreu no tratamento sem recuperacdo para ambas substancias e maior

intensidade do efeito foi observado para a Pteroginidina.

2. Na avaliacao de apoptose induzida pela Pteroginina e Pteroginidina pelo
método da anexina V, foi observado um maior efeito dose-resposta de apoptose
tardia/necrose e um efeito pequeno e similar de apoptose precoce em todas as
concentragbes nas duas substanicias e nos diferentes tempos de tratamento.
Enquanto que a Pteroginidina apresentou no periodo de recuperacéo pés-tratamento

um efeito intenso de apoptose tardia/necrose.

3. No ensaio de Hoechst/lodeto foi possivel melhor observar a diferenga
entre 0s estagios de apoptose precoce, tardia e necrose nas células ZR 7531, no
qual a Pteroginina no periodo sem (t0) e com recuperacgéo (t24) e a Pteroginidina no
periodo sem recuperacgdo (t0) demonstraram possuir um maior efeito-dose resposta
para apoptose tardia e menor efeito para apoptose precoce em todas as
concentracfes estudadas. Quando avaliamos as células MCF 7, foi possivel
observar que no tratamento sem (t0) e com periodo de recuperacao (t24) as células

apresentaram em apoptose tardia quando tratadas com Pteroginidina.

4. A inducdo da apoptose pela clivagem da caspase 3/7 no ensaio
guimioluminescente na linhagem de adenocarcinoma de mama (MCF-7), ndo foi

observada para Pteroginina e Pteroginidina (t0 e t24), quando comparadas com a
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linhagem de carcinoma ductal ZR-7531. A Pteroginina no periodo t0 foi capaz de
aumentar o nivel de ativacdo da caspase 3/7 e induzir a apoptose na linhagem ZR
7531 em relacdo ao periodo t24. Ainda, a Pteroginidina foi capaz de induzir baixos

niveis de ativacdo da caspase 3/7 no periodo tO0.
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Abstract

In the present study, two alkaloids isolated from Pterogyne nitens, a plant native to
Brazil, have been shown to induce apoptosis in human breast cancer cells. These compounds,
pterogynine (PGN) and pterogynidine (PGD), were tested for their effect on a human
infiltrating ductal carcinoma cell line (ZR-7531). The cell line was treated with each alkaloid
a several concentrations. Time-dependence (with or without recuperation time) and
concentration-dependence (in the range 0.25 to 10 mM) were investigated in cytotoxicity and
apoptosis assays. The annexin assay indicated an apparently higher percentage of death by
necrosis of malignant cells after 24h exposure to both Pterogyne nitens extracts than the
Hoechst assay. Thus, our results in the two tests demonstrated that the Hoechst assay can
discriminate between late apoptotic cells and necrosis, whereas the flow-cytometry-based
annexin V assay cannot. We concluded that PGN and PGD have effective antineoplastic
activity against human breast cancer cellsin vitro, by inducing programmed cell death.

Key Words. Breast cancer cell line, cytotoxic activity, alkaloids, apoptosis, necrosis,

flow cytometry.
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Introduction

Breast cancer isa major cause of morbidity and mortality among women worldwide [1].
In North America and Europe, approximately 11% of all women and 1% of all men will
develop breast cancer, many of these patients (approximately 35%) eventually succumbing to
this disease. There are several therapeutic drugs that are currently in use, including drugs that
inhibit specific hormone receptors, inhibit growth factor receptors, and induce cell cycle arrest
[2]. Research has elucidated several specific prognostic and predictive factors to identify
patients at high risk of the aggressive disease, metastasis and of recurrence of the disease, in
order to combat these statistics [3]. For this reason, there is an obvious need to develop more
efficacious treatment Strategies.

Brazil has the biggest biodiversity in the world. Plants, since the ancient times, have
being used to treat a large amount of diseases including cancer [4-6]. Many compounds with
biological activities were obtained from Cerrado, Brazil’ s second largest biome [7-10].

Pterogyne nitens Tulasne (Fabaceae-Caesalpinioideae), popularly known as “balsamo”,
“yvirard”, “cocal”, and “amendoinzeiro”, is a native tree in South America[11-12]. It is used
as an ornamental due to its attractive flowers and fruits. Medicinal uses of this species have
not been reported frequently, although agueous preparations from stem barks have been used
by Paraguayan communities in the therapy of ascariasis [13]. Previous bioprospection studies
have demonstrated the presence of guanidine alkaloids, which exhibited cytotoxic activity
against HL-60 (human myeloblastic leukemia) and SF-245 (human glioblastoma) cells, and
phenolic compounds with anti-inflammatory, antioxidant, antimutagenic and, antidiabetic

activities[14-22].
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In this study, we demonstrated that two alkaloids isolated from P. nitens, pterogynine
(PGN) and pterogynidine (PGD) (Figure 1), showed an interesting potential anti-tumor
activity in vitro by inducing programmed cell death. In addition, we present the results
obtained by methods (Annexin—V, Hoechst and Caspase 3/7) used for the quantitation of the
apoptosis.

M aterials and methods

Cytotoxicity assay

Pterogyne nitens leaves were collected at the Botanic Garden of Sao Paulo, S&o Paulo
State, Brazil, in May 2003. A voucher specimen (SP204319) has been deposited in the

herbarium of the Botanic Institute (S&o Paulo State, Brazil).

Extraction, isolation and identification of alkaloids

The shade-dried leaves (2.8 kg) were ground and defatted with hexane (20 L x 5, at
room temperature, for five weeks) and exhaustively extracted by maceration with ethanol (4.0
L x 5) a room temperature, for five weeks. The ethanol extract was concentrated under
reduced pressure (< 40 °C), to yield 12.7 of a syrup. The concentrate was then diluted with
methanol-water (4:1) (3.5 L) and partitioned successively with ethyl acetate (5.0 L x 3) and n-
butanol (5.0 L x 3). After removal of the solvent 3.7 and 5.9 g of extract were afforded,
respectively. The n-butanol residue (2.5 g) was subjected to gel permeation chromatography
on a column of Sephadex LH-20 in methanol to afford nine fractions, which were combined
on the basis of their TLC visualized with Sakaguchi’s and Dragendorff’s reagents [23], to
yield an alkaloidal fraction (587 mg). Separation of this fraction on reversed-phase silica gel

column chromatography (RP-18) by elution with increasing amounts of acetonitrile in water
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afforded eight fractions (ALK-1 — ALK-8). Fraction ALK-3 (121 mg) was subjected to
repeated column chromatography on silica gel (230-400 mesh), eluted with chloroform-
methanol mixtures (ranging from 0 to 35 % of methanol), to furnish the guanidine alkaloids,
pterogynine (PNG, 27 mg) and pterogynidine (PDG, 22 mg). The molecular structures of
these compounds were identified by comparison with literature data [24-25], mainly *H and
3C NMR (Figure 1).

Pterogynine (PNG, vield 4.6 %, calculated from the alkaloidal fraction): yellow oil. *H
NMR 6y (multiplicity; J in Hz; position): 7.44-7.64 (br s, H-1 and H-3), 3.72 (d; 6.5, H-1"),
5.16 (t, 6.5, H-2'), 1.62 (s, H-4'), 1.68 (s, H-5'). *C NMR & (position): 155.7 (C-2), 39.0 (C-
1), 119.2 (C-2'), 135.8 (C-3), 17.8 (C-4), 25.2 (C-5).

Pterogynidine (PDG, yield 3.8 %, calculated from the alkaloidal fraction): yellow oail.
'H NMR &y (multiplicity; J in Hz; position): 7.72 (t; 6.5; H-3 and H-4), 7.20 (br s; H-1), 3.70
(t; 6.5, H-1'), 5.16 (t, 6.5, H-2'), 1.63 (s, H-4'), 1.69 (s, H-5"). *C NMR & (position): 156.9

(C-2),38.7(C-1), 119.0(C-2), 136.0 (C-3), 17.7 (C-4'), 25.1 (C-5).

Cell culture

Human infiltrating ductal carcinoma cells (ZR-7531) were obtained from American
Type Culture Collection (ATCC, USA). Cells were grown at 37°C in DMEM media and
Ham's F10 (Sigma, St. Louis, MO), supplemented with 10% fetal bovine serum, 100

units/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin, in an incubator containing 5% COs.

Cdl treatment



132
Artigo cientifico

To explore the induction of apoptosis (Annexin-V, Hoechst and Caspase 3/7 assays) and
to determine the cytotoxicity of alkaloids PGN and PGD, cells were grown to 70% confluence
and treated for 24h with alkaloids (t0) or treated for 24h with alkaloids and then for another
24h with fresh medium (t24) to observe recuperation. Various concentrations of the alkaloids,
from 0.25 to 10mM, diluted in the culture media from a 40 mM stock solution in water, were

used in the apoptosis and cytotoxicity tests.

Cytotoxicity assay

The cytotoxicity of both alkaloids was determined by the MTT colorimetric assay,
which was performed to detect tumor cell viability after incubation. The cells were cultured in
96—-well plates. At 70% confluence, cells were treated with the alkaloids as previously
described. 10 pL of MTT, a tetrazolium dye (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; thiazolyl blue; Sigma, St. Louis, MO), was added to each well.
Plates were incubated in contact with the dye for 4 hours. Mitochondrial dehydrogenase
activity reduced the yellow MTT dye to a purple insoluble formazan, which was then
solubilized with acidified isopropanol and absorbance was read at 540 nm in an ELISA plate
reader (Bio-Tek Powerwave X, BioTek Instruments, Inc.,USA). Doxorubicin (DOX) at 15
pHg/mL was used as a positive control. Cytotoxicity was calculated as follows: % cytotoxicity
= [(absorbance treated cells — absorbance untreated cells) / absorbance untreated cells] x 100,
as proposed by Zhang et a. (2004) [26]. Concentration that presents 50% of cytotoxicity

(I1Csp) were calculated from concentration response curve.

Annexin V assay
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Annexin V / propidium iodide (Pl) staining were used to assess both apoptosis and
necrosis. Untreated cells were used as negative control and DOX, awell established drug used
to induce apoptosis, as positive control. Controls and treated cells were harvested by
trypsinization, and washed twice with PBS. Cells were resuspended in 500 pL of binding
buffer containing 5 pL of annexin V-FITC (Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit,
Alexis™, San Diego, USA) and 5 pL of Pl and then incubated for 10 min. a room
temperature. Fluorescence and physical properties of the cells were captured by flow
cytometry, via an analog-digital converter (ADC), and processed with integrated software

(Becton Dickinson-Bioscience, FACS Calibur™, San Jose, California, USA).

Hoechst assay

Differential staining with specific fluorochromes can be used to distinguish cells
undergoing apoptosis from viable and necrotic cells. The human cells (10° cellsmL) were
cultured in 12-well plates to 70% confluence and then treated with the alkaloids as described
previously and trypsinized. Next, the cells were washed in PBS and suspended in a solution of
1 mg/mL of PI, 1.5 mg/mL fluorescein diacetate (DAF) and 1 mg/mL Hoechst 33342 (HO;
Sigma, St. Louis, MO) in PBS. The apoptosis was classified by morphology and color of the
cells, and quantified. The cells were classified as viable (spherical blue nucleus stained by HO,
green cytoplasm stained by DAF excited at 360nm), apoptotic (blue nucleus with apoptotic
bodies stained by HO, green cytoplasm) or necrotic (red enlarged nucleus with spherical
vesicles stained by PI, excited at 538nm). Finally, the apoptotic cells were classified as early
(blue nucleus with apoptotic bodies) or late (nucleus colored red with apoptotic bodies), as

proposed by Korostoff (1998), and Elstein & Zucker (1994) [27-28].
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Caspase 3/7 assay

Caspase Glo 3/7 assay was performed according to directions of the supplier (Promega,
Madison, WI, USA). ZR-7531 cells were seeded in white walled 96-well plate at 2.5x10*
cells'well of DMEM and were alowed to attach for overnight. Next day the medium was
changed and cells were treated with alkaloids PGN and PGD. Cell-free medium was used as a
blank and DOX was used as positive control. After treating the cells, medium was replaced
with 100 pL 1:1 (v/v) of DMEM:Glo 3/7 reagent and was incubated for 30 min at 37°C in 5%
CO,. Luminescence was measured by microplate reader (Berthold, USA). Caspase 3/7
activity was presented as a mean of Relative Light Units (RLU). The following formula was
used to calculate caspase 3/7 activity in RLU: RLU = Luminescence (samples) -

Luminescence (blank).

Statistical analyses

For statistical analysis of the cytotoxicity assay (MTT), Annexin V, Hoechst and
Caspase methods, data were first tested for normality. This showed a normal distribution, so a
parametric test was applied. Differences were tested by one-way analysis of variance
(ANOVA), with Tukey’'s post-test. This analysis was performed with GraphPad Prism®
Version 5.1 software (GraphPad Software Inc., USA). Results are expressed as mean of three

independent experiments + standard deviation.

Reaults

Alkaloids cytotoxicity
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Pterogynine and pterogynidine exhibited high cytotoxicity for ZR-7531 cells.
Concentration-response was observed for both compounds and both time of treatments
(Figure 2). At maximum concentration (10.125 mM), when tested for 24h, PGN caused
71.4+7.3% cell death and no datistical significance between DOX in both times (Figures 2A
and 2B).

The cytotoxicity of PGD was higher at 2 mM, showing 57.0+4.3% and 72.0+4.1% cell
death, for tO and t24, respectively (Figure 2C and 2D). Statistical difference was observed
between DOX and 2 mM of PGD for t0O, but not for t24. 1Cs, values of PGN and PGD were
3.3+0.2 mM and 0.7+0.4 mM, respectively, for t24. This indicates that PGD is more cytotoxic

than PGN for this time of treatment in ZR-7531 cedll line.

Annexin-V assay

To evaluate the apoptosis induced by the alkaloids from Pterogyne nitens, the annexin
V assay was performed by flow cytometry (Figure 3). The tests were carried out on treated
cellsat tO and t24.

After 24h of treatment (t0) with PGN (Figure 3A), early apoptosis was observed in
38.0+3.0% of the cells and late apoptosis/necrosis in 55.0£3.0% at 10.125 mM. For t24 with
PGN (Figure 3B), early apoptosis was observed in 38.0+3.0% of the cells and late
apoptosig/necrosis in 48.0+4.0% a 10.125 mM. A concentration-dependent response was

observed in both periods of treatment. Apparently, at t24 the cells showed a drop in signals
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for late apoptosis/necrosis, while maintaining the level of early apoptosis. In other words,
fewer cells suffered the devastating cell death observed as necrosis, after 24h recuperation.
The results of the annexin V assay for PGD are illustrated in Figures 3C and 3D. The
ductal invasive carcinoma cells treated with PGD for tO showed early apoptosis 13.4+3.0% of
the cells and late apoptosis/necrosis 82.1+4.0% of the cells a 2.0 mM. When the cells were
treated with PGD for t24, these was a similar response for early apoptosis to that observed at
t0. However, the late apoptosis/necrosis rate was much higher at t24 and no concentration-

response was observed (Figure 3D).

Hoechst assay

The method of HO, with PI, was used for a better characterization between early
apoptosis, late apoptosis and necrosis. In the treatment with PGN for tO (Figure 4A), it was
possible to observe total apoptosis (early and late) of 30 to 47% and necrosis of 10 to 43% of
the cells. A concentration-dependent increase of early apoptosis was observed on treatment
with pterogynine, relative to the negative control. Early apoptosis was observed at all
concentrations (p<0.05), whereas late apoptosis was only seen at the higher concentrations
(p<0.01) (Figure 4B). At the lower concentrations, there was an increase in the number of
cellsin early and late apoptosis, compared to necrosis. Thus, in the treatment at t0, 30 to 47%
of the cells were in apoptosis, of which 13.75% were in early and 26.0% in late apoptosis
(Figure 4B).

The cells treated with PGN maintained signs of apoptosis (early and late) in 25 to 48%
of the cells at t24, while the number in necrosis fell to 16 to 30% (Figure 4C). Compared to
the negative control, the cells at t24 showed apoptosis at concentrations of 1.125, 3.375 and

10.125mM (p <0.01). A satistical difference in rate of necrosis was also observed between
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the negative control and the cells treated with 3.375 and 0.125mM (Figure 4C). When the
cells were observed at t24, 25 to 48% showed apoptosis, of which 13.5% were in early
apoptosis and 25.5% in late apoptosis, while 16 to 30% were in necrosis (Figure 4D).

In the treatment with pterogynidine, at tO, we observed necrosis in 4 to 28% (Figure 4A)
and apoptosis (early and late) in 22 to 53% of cells (Figure 5B). An increase of apoptosis with
the lowest dose was observed, relative to the negative control. At higher concentrations, the
treated cells exhibited a gradual but steady increase in early and late apoptosis, and a smaller
rise in necrosis. Likewise, in the treatment at t0, 33 to 53% of the cells were in apoptosis,
23.1% in early apoptosis and 16.3% in late apoptosis, while 6 to 28% of the treated cells were
in necrosis (Figure 4A).

When the cells treated with PGD were assayed at t24, it was observed that apoptosis
signals (early and late) were maintained in 13 to 26.73% of the cells (Figure 5D) and there
was a gradual increase in the necrosis response with the dose, from 17 to 35.5% (Figure 4C).
Comparing the negative control cells with all of the treatments, it was confirmed that it
induced higher apoptosis signals, whereas 9 to 25.5% of treated cells were in necrosis
(p<0.01). At t24, 27 to 46.6% of cells showed apoptosis, of which 13% were in early and

26.7% in late apoptosis (Figure 5D).

Caspase 3/7 assay

Apoptotic activity was evaluated through efector caspases 3 and 7 pathway using a

luminescent method. This assay produces a luminescent substrate that has a four-peptide



Q
)
E

Artigo cientifico

sequence (DEVD), which after clivage by caspase 3/7 generates a light signal, produced by
luciferase. Figure 7 shows to caspase 3/7 enzyme activity in ZR-7531 cell line treated with
alkaloids.

Cells treated with PGN, caspase 3/7 activity was higher at concentration of 1.125 mM
for t0 (RLU = 62,980.5+1,353.4), suggesting that induction caspase 3/7 activation of
apoptosis was higher a an intermediate concentration. Lowest activity was observed at
10.125 mM due to PGN cytotoxicity.

Although, no statistical differences were observed between DOX and PGD at 0.25 mM
(RLU = 35.8673+2.170) for tO, apparently induction of apoptosis at this concentration was
verified. At higher concentrations, PGD didn't show caspase 3/7 activity because of its
cytotoxic effect.

For the treatment period of t24, both compounds showed no statistical significance
between of them and DOX, indicating higher induction of apoptosis (Figures 7B and 7D).
However, when comparing tO and t24, lower caspase 3/7 activity was observed because of
higher cytotoxicity of the compounds for t24.

Figure 8 shows ZR7531 treated with PGN and PGD. We observe cell death with
morphology rounded in the higher concentrations (Figure 8 A, B and E) whereas in lower

concentrations the cells are confluent (Figure 8 C, D, F, G and H).

Discussion

The aim of this study was to characterize the effects of pterogynine and pterogynidine,
extracted from Pterogyne nitens on the viability and apoptosis of breast cancer cell line.
Citotoxicity assay of compounds provided additional support for the previous reports of

Regasini et al. (2009) [15], in which were citotoxic and anticarcinogenic alkaloid isolates
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from P. nitens stem. Also these results provide additional support for a recent report of Lopes
et al (2009) [28] in which in vitro cytotoxic, anti-inflammatory and anti-angiogenic properties
of alkaloid pterogynidine were reported.

Alkaloids with terminal amino groups and indole rings have been studied and found to
possess antitumoral, antiviral, antifungal and anti-inflammatory activities [29-30]. Other
structures of alkaloids isolated from plants are being related to analgesic, antiarrythmic and
immunomodulatory activities [31]. However, none of these compounds has been considered
to have important activity in solid tumors, including breast cancer. Thus, a growing number of
studies involving treatment of tumoral cell lines with alkaloids in the search for some
antitumor activity are necessary.

In the present study, it was observed that the akaloids PGN and PGD, exerted
concentration-dependent cytotoxicity to invasive ducta carcinoma cell line. Apparently, the
best cytotoxicity was seen in the treatment for t0, for both substances, with higher effect being
observed with PGD.

The PGN and PGD alkaloids of P. nitens showed a significant apoptosis induction with
concentration-dependent profile against ZR-7531 by the Annexin-V assay. Firstly, when
apoptosis was assessed by flow cytometry, both alkaloids exhibited different anti-apoptotic
effects: PGN induced late apoptosis for the tO treatment, which became weaker at t24, while
PGD produced an intense effect of late apoptosis/necrosis at t24. These results suggest that
apoptosis is more exuberant in the treatment with PGN at t0. On the other hand, a smaller
percentage of cells treated with PGD were in early apoptoss and most were in late
apoptosig/necrosis for the t24 period, possibly indicating the cells continued the process of
cell death (apoptosis or necrosis) in stages subsequent to the treatment [27].

In the present study, to improve the characterization, the Hoechst/propidium iodide

assay was carried out and compared with the Annexin-V results. It was possible to observe
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better the difference between early and late apoptosis in the ZR-7531 cells, showing that PGN,
at t0 and t24, and PGD at t0 exhibited a larger concentration-response effect for late apoptosis
and asmaller effect for early apoptosss, in all of the studied concentrations.

Apoptosis studies evaluating caspase 3/7 activity in ZR-7531 cell line, as far as we
know, doesn’t exist. We assumed the hypothesis that caspase 3/7 activity can be evaluated at
lower concentrations as function of cell damages, which are not yet totally understood [32-33]

Guanidine alkaloids form a rare group of natural products. Although most chemical
studies on plant alkaloids show they have phenolic groups in common [34-35], PGN and PGD
isolated from Pterogyne nitens are unusual alkaloids. Their chemical structures bear
disubstituted guanidine moiety. PGD has a guanidine structure with N,N’-diisoprenyl
substitution. Compared to N,N’',N’’-triisoprenyl, it shows reasonable cytotoxicity relative to
the trisubstituted alkaloid, which was demonstrated to be highly deleterious to the cell lines
[35-36]. Comparing the cytotoxicity of the two alkaloids, we observed greater activity in PGD
than in PGN, due to the lower 1Csy of the former. PGD also showed a similar concentration-
response effect for early apoptosis and late apoptosis in the treatment followed by the period

after 24 hours of treatment.

Conclusion

The results of this study indicated that pterogynine and pterogynidine inhibit the
proliferation of human breast cancer cells and induce cell death by apoptosis. The alkaloids,
isolated from Pterogyne nitens, could be a good chemotherapeutic compounds against human
breast cancer cells. We also suggest that the substitutions in the guanidine structure of the

alkaloids might be related to the intensity of the effect produced in the cells.
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Figure 1. Molecular structures of guanidine alkaloids, pterogynine (PNG) and pterogynidine

(PDG), isolated from the leaves of Pterogyne nitens.
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Figure 2. Cytotoxicity by MTT assay in ZR-7531 cells. Results are expressed as the mean of
three independent experiments + standard error and subjected to One-way ANOV A with
Tukey’ stest (treatment versus DOX). (A) Cells treated with PGN for tO; (B) Cells treated
with PGN for t24; (C) Cells treated with PGD for t0; (D) Cells treated with PGD for t24.

DOX: doxorubicin at 15 pg/mL; *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001.
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Figure 3. Apoptosis by Annexin-V assay in ZR-7531 cells. Results are expressed as the mean
of three independent experiments + standard error and subjected to One-way ANOV A with
Tukey’ stest (treatment versus DOX, for early apoptosis). (A) Cells treated with PGN for t0;
(B) Cellstreated with PGN for t24; (C) Cellstreated with PGD for t0O; (D) Cells treated with
PGD for t24. DOX: doxorubicin at 15 pg/mL; NC: untreated cells; *: p<0.05; **: p<0.01;

*%%: n<0,001.
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Figure 4. Apoptosis by Hoechst / Pl assay in ZR-7531 cells. Results are expressed as the

mean of three independent experiments + standard error and subjected to One-way ANOV A

with Tukey’ stest (treatment versus PC, for early apoptosis). (A) Cells treated with PGN for t0,

relation between total apoptosis and necrosis; (B) Cells treated with PGN for t0, relation
between early and late apoptosis; (C) Cells treated with PGN for t24, relation between totd
apoptosis and necrosis; (D) Cellstreated with PGN for t24, relation between early and late

apoptosis. PC: doxorubicin at 15 pg/mL; NC: untreated cells; *: p<0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001.
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Figure 5. Apoptosis by Hoechst / Pl assay in ZR-7531 cells. Results are expressed as the

mean of three independent experiments + standard error and subjected to One-way ANOV A
with Tukey’ stest (treatment versus PC, for early apoptosis). (A) Cells treated with PGD for t0,
relation between total apoptosis and necrosis; (B) Cells treated with PGD for t0, relation
between early and late apoptosis; (C) Cells treated with PGD for t24, relation between totd
apoptosis and necrosis; (D) Cellstreated with PGD for t24, relation between early and late
apoptosis. PC: doxorubicin at 15 pg/mL; NC: untreated cells; *: p<0.05; **: p<0.01; ***:

p<0.001.
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Figure 6. Apoptosis assay by Hoechst and propidium iodide. ZR-7531 Cells treated with 1.0
mM of pterogynidine (A and B) and 3.375 mM of pterogynine (C and D). (A) and (C) early
apoptotic cells (EA) with apoptotic nuclel stained by Hoechst with fluorescence in the blue
spectrum (arrow); B) and D) Late apoptosis (LA) and necrosis (N) stained propidium iodide
shown fluorescence in the red spectrum (arrow). Huorescence microscope micrographs

observed in absorbance of 360 and 538 nm with a 400x.
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Figure 7. Caspase 3/7 activity ZR-7531 cells. Results are expressed as the mean of three
independent experiments £ standard error and subjected to One-way ANOV A with Tukey’s
test (treatment versus DOX). (A) Cellstreated with PGN for tO; (B) Cells treated with PGN
for t24; (C) Cellstreated with PGD for t0O; (D) Cells treated with PGD for t24. DOX:

doxorubicin at 15 pg/mL; NC: untreated cells; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.



[z

Artigo cientifico

NC PC
= =
= =
= =
— -

Figure 8. Cell line (ZR 7531) treated with PGN and PGD. Cell line treated with PGN at
different concentrations A), 10,125 mM, B) 3,375 mM, C) 1,125 mM, D) 0,375 mM. Cell line
treated with PGD at different concentration E) 20 mM F) 1,0 mM G) 0,5 e H) 0,25. NC
(Negative Control); PC (Positive Control-Doxorubicin 15 pg/mL). Scale bars equal to 100 um
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