UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NUTRICAO

Patricia Severo Ramos

EFEITOS DA QUERCETINA E CRISINA E SUA ASSOCIACAO SOBRE A
VIABILIDADE E PROGRESSAO DO CICLO CELULAR EM LINHAGENS

TUMORAIS DE MAMA MCF-7 E MDA-MB-231

Orientadora: Eliane Fialho de Oliveira

Rio de Janeiro

Abril de 2017



Patricia Severo Ramos

Efeitos da quercetina e crisina e sua
associacdo sobre a viabilidade e
progressao do ciclo celular em linhagens
tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pés-graduacdo em Nutricdo, do
Instituto de Nutricdo Josué de Castro, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Nutricdo Humana.

Orientadora:
Eliane Fialho de Oliveira

Rio de Janeiro
Abril de 2017



Patricia Severo Ramos

Efeitos da quercetina e crisina e sua
associacdo sobre a viabilidade e
progressao do ciclo celular em linhagens
tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Nutricdo, do
Instituto de Nutricdo Josué de Castro, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em NutricAo Humana

Banca examinadora:

Dr. Christian Ferreira (membro titular interno)
Pés-Doutorando do Programa de Oncobiologia/UFRJ

Prof2. Dra. Danielly Cristiny Ferraz da Costa (membro titular externo)
Professora Adjunta do Departamento de Nutricdo Basica e Experimental/INU/UERJ

Prof. Felipe Leite de Oliveira (membro titular interno)

Professor Adjunto do Departamento de Histologia e Embriologia/ICB/UFRJ

Prof. Dr. Julio Beltrame Daleprane (membro suplente externo)
Professor Adjunto do Departamento de Nutricdo Basica Experimental e do Programa
de P6s Graduacao em Alimentos, Nutricdo e Saude/PPG-ANS/UERJ

Profa. Dra. Tatiana El-Bacha Porto (membro suplente interno)
Professora Adjunta do Departamento de Nutricdo e Dietética/INJC/UFRJ



Ficha Catalografica

Severo-Ramos, Patricia

Efeitos da quercetina e crisina e sua associacdo sobre a
viabilidade e progresséao do ciclo celular em linhagens tumorais de mama
MCF-7 e MDA-MB-231/ Patricia Severo Ramos. - Rio de Janeiro:
UFRJ/Instituto de Nutricdo Josué de Castro, 2017.

104 f.: il.

Orientador: Eliane Fialho de Oliveira

Dissertacdo (Mestrado) - UFRJ / Programa de Pdés-Graduacdo em
Nutricdo, 2017.

Referéncias: f. 49 - 64.

1. Céancer de mama 2. quercetina 3. crisina 4. apoptose 5. associacao

Dissertacao I. Fialho de Oliveira, Eliane. Il Universidade Federal do Rio

de Janeiro, Instituto de Nutricdo Ill. Titulo




Este trabalho foi realizado no Laboratério de Alimentos Funcionais do
departamento de Nutricdo Basica e Experimental, INJC/UFRJ, sob a orientacéo
da professora Eliane Fialho de Oliveira na vigéncia de auxilios concedidos pela

Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).



Agradecimentos

Gostaria de agradecer neste momento, em primeiro lugar, a Deus, por ter me
dado forcas para seguir adiante e sempre colocar pessoas maravilhosas no meu
caminho, pessoas estas que nao so6 iluminaram minha mente, mas também o meu
coracdo, fazendo com que esta caminhada, apesar de cansativa, fosse
extremamente prazerosa.

Gostaria de agradecer a minha orientadora Prof? Eliane Fialho por se mostrar
disponivel ndo s6 para as questfes referentes a vida académica, mas sempre
estando ao meu lado quando precisei de apoio emocional.

A familia LABAFs, por estarem ao meu lado ha 6 anos e me mostrarem que,
apesar de ardua, a vida académica pode ser muito divertida e que a amizade € o
principal combustivel para seguirmos sempre em frente.

Gostaria de agradecer especialmente as minhas queridissimas Juliette e
Luluzete e aos maravilhosos Chris e Luan, por estarem ao meu lado em todos os
problemas que enfrentei e me deixaram paralisada de medo, desde protocolos
extremamente cansativos até citbmetros que simplesmente ndo gostavam da gente.
Também a Iris, por todos os brigadeiros que j& evitaram que eu tivesse uma crise
nervosa.

Ao Cassio Larotonda Maia e Vanessa Mota, por suportarem os Ultimos dois
anos falando apenas de experimentos e cansa¢co sem nunca reclamarem, pelo
contrario, dividindo comigo suas lamurias e me ajudando a suportar tudo.

A Lissa Bantim Frambach, uma grande amiga que a UFRJ me presenteou e
que esteve comigo em todos os momentos desde 2009, inclusive passando no

mestrado junto comigo e dividindo o desespero em tempo real.



A Thaisa Santos Marques, por, apesar das divergéncias em nossas agendas
nos ultimos anos, nunca ter deixado de estar presente na minha vida e me dar todo
0 amor que uma pessoa pode oferecer.

Ao Jodo Paulo A. Fernandes, Renan Alonso, Leonardo Mogli, Rafael Ludiosa,
Erick Wilson e Priscila Araujo, por entenderem minha auséncia e sempre se
mostrarem disponiveis, seja para uma conversa, para um sequestro relampago para
dancar ou para um jogo de videogame num horario completamente desfavoravel,
simplesmente por eu estar muito estressada.

Aos amigos d’A Série, por mudar todos 0s compromissos nos ultimos 2 anos
para que a data e horario fossem condizentes com meus poucos horarios livres.

As minhas amigas Flavia Lopes e Camila Rodrigues, por terem feito com que
fazer uma pos-graduacédo concomitante com o mestrado nao se tornasse um fardo.

Ao Héttori Baptista Tosi, por suportar todas, repito, TODAS as minhas TPMs
sempre de bom humor e nunca transformando meu estresse num grande problema,
pelo contrario, sempre me fazendo rir, mesmo estando com raiva.

A Kat e Vanessa Pires, por estimularem minha esperanca de que tudo daria
certo, nem que seja através de classicos Disney.

Ao Erick Lorenzato, Marilia, Juliana Paulini, Debora, Suzanne e Gabi, amigos
que fiz no grupo de caronas da UFRJ e que me divertiram nos meses que enfrentei
engarrafamento tanto para ir quanto para voltar.

Aos demais amigos, por estarem presentes em maior ou menor grau e
sempre se mostrarem dispostos a estender uma méao amiga.

A minha madrinha Elizabete, meus tios Marcia e Robinho e minha prima
Rosane, por me darem apoio em tudo que fagco na vida e sempre estarem na torcida

para que tudo dé certo.



A Minerva, Vénus, Junior, Batman por tornar minha vida um lugar cheio de
amor incondicional e, principalmente, ao Mentirinha por me fazer companhia sempre
e ser a luz dos meus olhos.

E por ultimo, mas sem sombra de dlvidas o mais importante, aos meus pais
Edson e Jaqueline, aos meus irméos Pedro e Fernanda e minhas sobrinhas Marcia
e Maria Eduarda por todo o apoio, amor, cuidado, paciéncia, estimulo e carinho
infinitos ndo s6 nos ultimos 2 anos, mas por toda a minha vida.

Amo todos vocés.



Resumo

O cancer de mama é o segundo tipo que mais acomete as mulheres em todo
o mundo, com estimativa de 57.960 casos incidentes para o biénio 2016/2017. Os
flavonoides quercetina, encontrada em macas e cebolas, e crisina, encontrada no
mel e propolis, apresentam ac¢do anticancerigena, entretanto, seus mecanismos de
acado nao estdo completamente elucidados. O objetivo deste estudo foi investigar a
acdo desses flavonoides, isoladamente e em associa¢cao, em culturas de células de
cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 e da linhagem ndo tumoral MCF-10A. A
viabilidade celular foi realizada pelo método de reducdo do MTT. Observou-se que,
de acordo com os valores de ICsy, a crisina foi o flavonoide mais citotoxico para
todas as linhagens (MCF-7 = 232.5 uM, MDA-MB-231 = 170.0 uM), sendo a
linhagem néo tumoral a mais sensivel ao tratamento (110.3 uM). A combinacao dos
compostos reduziu significativamente a viabilidade celular na linhagem MCF-7
quando pré-incubada com 10 uM de quercetina por 1 hora (ICsp = 60.6 pM). O indice
de Combinacdo demonstrou que a associacdo conferiu efeito sinérgico nas
linhagens tumorais e antagbnico na linhagem nao tumoral (MCF-7 = 0.447, MDA-
MB-231 = 0.725, MCF-10A = 1.797). O tratamento em associa¢cdo promoveu maior
seletividade para as linhagens tumorais do que para a linhagem néo tumoral (MCF-
10A/MCF-7 = 1.63, MCF-10A/MDA-MB-231 = 2.29). A associa¢do gerou um maior
ndamero de células em apoptose nas linhagens tumorais. A andlise do ciclo celular
demonstrou que o tratamento associado gerou bloqueio na fase GO/G1 na linhagem
tumoral MDA-MB-231. Dentre as caspases observadas por imunoblotting neste
estudo, ndo foi possivel definir a provavel via de inducdo de morte, e mais estudos
precisam ser realizados com o objetivo de verificar quais outras vias de morte celular
podem estar alteradas pela combinacdo de compostos bioativos utilizada nessa
dissertacdo. Concluimos que esses resultados mostram o efeito da associacao entre
guercetina e crisina sobre a inducédo de morte celular por apoptose nas células MCF-
7 e MDA-MB-231, inferindo seu potencial como uma possivel ferramenta para o
tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama, quercetina, crisina, apoptose, associacao.



Abstract

Breast cancer is the second type of cancer that most affects women worldwide
and presents estimates of 57,960 incident cases for the biennium 2016/2017.
Flavonoids quercetin, found in apples and onions, and chrysin, found in honey and
propolis, play a role as an anticancer agent, however its precise mechanism of action
is not completely elucidated. The aim of this study was to investigate the action of
these flavonoids, isolated and in association, in MCF-7 and MDA-MB-231 breast
cancer cells and the non-tumor MCF-10A cells culture. Cellular viability analysis by
MTT assay was performed. It was observed that, according to the ICsy values,
chrysin was the most cytotoxic flavonoid for all the cell lines (MCF-7 = 232.5 uM,
MDA-MB-231 = 170.0 uM), with the non-tumoral being the most sensitive to the
treatment (110.3 uM). The combination of the compounds significantly reduced cell
viability in the MCF-7 cell line when preincubated with 10 uM quercetin for 1 hour
(IC50 = 60.6 uM). The Combination Index showed that the association had a
synergistic effect in the tumoral cell lines and antagonistic effect in the non-tumoral
one (MCF-7 = 0.447, MDA-MB-231 = 0.725, MCF-10A = 1.797). It was observed that
the associated treatment presented greater selectivity for the tumor cell lines than for
the non-tumoral (MCF-10A/MCF-7 = 1.63, MCF-10A/MDA-MB-231 = 2.29). The
association generated a larger number of apoptotic cells in the tumor lines. Cell cycle
analysis demonstrated that the associated treatment caused cell cycle arrest in the
GO/G1 phase in the MDA-MB-231 cell line. Among the caspases observed by
immunoblotting in this study, it was not possible to define a probable pathway for
induction of cell death, and further studies need to be performed with the objective of
verifying which other apoptotic pathways may be altered by the combination of the
bioactive compounds used in this dissertation. Taken together, these results show
the effect of the association of quercetin and chrysin on the induction of cell death by
apoptosis in MCF-7 and MDA-MB-231 cells, inferring its potential as a possible tool
for the treatment of breast cancer.

Keywords: Breast cancer, quercetin, chrysin, apoptosis, association.
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1. Introducéo
1.1 - Cancer

O cancer é uma doenca caracterizada basicamente por alteracdes genéticas,
causando divisdo anormal e proliferacdo exacerbada das células, além do
desenvolvimento da capacidade de disseminacao para outros tecidos que nao o seu
de origem (Stratton et al., 2011). Acredita-se que a carcinogénese seja um processo
bioldgico, descrito em trés fases continuas, sendo elas: a iniciagdo, a promocéao e a
progressao (Figura 1).

A iniciacdo envolve a transformacdo das células por meio da exposicdo a
agentes carcindgenos, que podem ser de origem fisica (ex. luz ultravioleta e
radiacfes ionizantes), quimica (ex. hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
nitrosaminas) ou biolégica (ex. virus) e apresentam capacidade de alterar o DNA
celular. Estas alteracbes podem atuar convertendo células normais em células
geneticamente modificadas, apresentando perda da capacidade de resposta aos
sinais de proliferagdo, diferenciagéo e morte, tornando-as autbnomas em relacao ao
seu crescimento e independentes de controles externos (Hanahan & Weinberg,
2000; Béliveau & Gingras, 2007; Freitas et al., 2010; Poirier, 2012).

Durante a promocao, as células iniciadas multiplicam-se, gerando lesbes pré
neoplasicas sob estimulos promotores. O agente cancerigeno promotor seleciona as
células iniciadas, ocorre acumulo de mutacdes e aumenta a instabilidade genética. E
estabelecida, entdo, a neoplasia — um tecido novo e anormal, sem funcao utilizavel
(Pitot, 2007; Vicenti & Gatenby, 2008; Siddiqui et al., 2015).

A partir da progressédo, ha o desequilibrio entre a proliferacdo e morte, as

células tumorais se agregam e proliferam, gerando eventualmente um tumor com
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capacidade de invaséo tecidual, podendo disseminar para outros tecidos e 6rgaos

distantes e desencadear as metastases (Vicenti & Gatenby, 2008).

A EVOLUGAO DO CANCER

INICIACAO PROMOCAO PROGRESSAO CANCER METASTASES
Fiodsffo.s R {
qQuimicos ‘} /‘5 ’)\ /: /
( ) ( ( ®
. & 4 ; 9‘7 -)[ 4 ‘\J,l é :1Q£}‘.
~ ( [ 1) <'\\
Virus

LESAO DO DNA AVALIACAO DOS ONCOGENESE/INATIVAGAO DOS SUPRESSORES TUMORES DETECTAVEIS
CLINICAMENTE

Figura 1. Fases da carcinogénese (adaptado de Béliveau & Gingras, 2007).

No processo de carcinogénese, as células mutadas desenvolvem um
mecanismo capaz de prover nutrientes e oxigénio a fim de auxiliar o
desenvolvimento do tumor, mecanismo conhecido como angiogénese, ou seja, O
desenvolvimento de pequenos vasos que atuam irrigando este tecido com sangue.
Durante a progressao tumoral, um "interruptor angiogénico" é quase sempre ativado
e permanece ligado, fazendo com que novos vasos sejam continuamente
desenvolvidos a partir da vasculatura normalmente quiescente, ajudando assim a
sustentar o crescimento do tumor. Evidéncias indicam que este “interruptor
angiogénico" é governado por fatores compensatorios que induzem ou se opdem a
angiogénese. Alguns destes reguladores angiogénicos séo proteinas de sinalizacao
que se ligam aos receptores de superficie celular estimuladores ou inibitérios

presentes no endotélio vascular. Dentre as proteinas indutoras e inibidoras de
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angiogénese encontram-se o Fator de Crescimento do Endotélio Vascular A (VEGF-
A) e a Trombospondina 1 (TSP-1), respectivamente (Hanahan & Weinberg, 2011).

Ha também mudancas na estrutura de tumores epiteliais, chamada de
transicao epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés Epithelial-mesenchymal transition),
onde estas células perdem sua forma estrutural caracteristica, sofrendo diversas
alteracdes, dentre elas perda de polaridade, o que gera o desenvolvimento de uma
estrutura alongada, e a perda de proteinas epiteliais associada ao ganho de
proteinas mesenquimais. Essas alteracdes conferem aumento na capacidade de
migracao, resisténcia a apoptose e invaséo de outros tecidos (Chang, 2016).

A capacidade de invasédo de outros tecidos chama-se metastase e ocorre ao
longo de cinco fases: invasao, intravazamento, transporte, extravazamento e
colonizacdo cancerosas (Chang, 2016).

A primeira fase é caracterizada pela invaséo de tecidos circunvizinhos, perda
de juncbes celulares e inducdo de proteases que facilitem a invasao local. As
segunda e terceira fases sao interligadas, na segunda havendo a invasédo do
sistema vascular por essas células tumorais e, na terceira, direcionando-as para
tecidos distantes do seu de origem via circulacéao sistémica. Na quarta fase ocorre a
fixacdo destas células cancerosas nos tecidos que nao o seu de origem e na quinta,
e Ultima fase, h& a proliferacdo dos tumores e coloniza¢céo dos tecidos saudaveis por
parte das células cancerosas (Chang, 2016).

De acordo com dados disponibilizados pela Organizacdo Mundial de Saude
(WHO, 2017), o cancer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
todo o mundo, com aproximadamente 14,1 milhées de casos novos e 8,2 milhdes de
mortes relacionadas a essa doenga, com um aumento estimado para 20 milhdes de

casos incidentes para o ano de 2025, tendo seu maior impacto observado sobre a
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populacao de paises em desenvolvimento, com um total correspondente a 80% dos
casos, 0 que caracteriza o cancer como um grave problema de saude publica.

A neoplasia de mama é o tipo de cancer que mais acomete mulheres em todo
0 mundo, tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos.
Para o biénio de 2016/2017 é esperado, apenas no Brasil, 57.960 novos casos, com

um risco estimado de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2016).

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7,8% Caolo do utero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estémago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 3,7% Corpo do utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Ovério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linforma nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistena Nervoso Central 4.830 2,3%

*Nimeros arredondados para mltiplos de 10.

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céancer mais incidentes

estimados para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2016).

As maiores e menores taxas de incidéncia encontram-se na Europa Ocidental
e Asia Oriental, respectivamente, tendo aproximadamente 43% de casos ocorridos
na Europa e na América do Norte (INCA, 2016).

De acordo com os dados disponibilizados pelo projeto GLOBOCAN 2012,
vingulado a IARC (International Agency for Research on Cancer), 500 mil ébitos por
cancer de mama em mulheres foram estimados no ano de 2012 em todo mundo,
sendo este valor correspondente a 15% de todos os Obitos por cancer em mulheres.
Em geral, sdo observadas maiores taxas de mortalidade em regides mais
desenvolvidas socioeconomicamente. Entretanto, esta neoplasia especificamente,

encontra-se como a principal causa de morte (324 mil 6bitos) em regides menos
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favorecidas e atualmente ocupa a segunda posicdo (198 mil 6bitos) nas regides
mais desenvolvidas, apresentando taxas menores apenas do que o cancer de
pulmdo (WHO, 2012).

Os possiveis tratamentos utilizados no cancer de mama sdo a cirurgia, a
quimioterapia, a radioterapia e a hormonioterapia. A quimioterapia pode ser a
primeira modalidade na terapia de um tumor primario de mama de grande porte
(acima de 3 cm), localmente avancado (Harmer, 2008). O tratamento quimioterapico
utilizado no cancer de mama é realizado normalmente por meio de uma combinacéo
de medicamentos, injetados por via endovenosa em intervalos regulares de trés
semanas. Os medicamentos apresentam efeito citotoxico e agem contra as células
cancerosas de duas maneiras principais: eliminando as células tumorais e/ou
interferindo na divisdo celular e, por consequéncia, na reproducdo destas células.
Desta forma, estes medicamentos erradicam ou controlam o crescimento das células
cancerosas (Mccoy, 2003; van der Hage et al., 2001).

Entretanto, o quimioterapico ndo pode distinguir entre células normais e
malignas. Desta forma, o medicamento ndo atua apenas nas células cancerosas,
mas também nas células normais, resultando assim nos efeitos colaterais desse
tratamento (Mccoy, 2003). A maneira atualmente utilizada ao longo do tratamento
quimioterapico € a marcacdo genética, onde sédo identificados os padrdes das
células neoplasicas de determinado tumor e passa-se a utilizar drogas terapéuticas
direcionadas as células que apresentem biomarcadores especificos, tornando assim
a terapia mais eficiente e com menores efeitos colaterais, como 0 uso de imatinib,
nilotinib e ponatinib no tratamento de leucemia mieloide crbnica, por atuarem
diretamente como inibidores da Bcr-Abl tirosina quinase; ou o uso do trastuzumab no

tratamento adjuvante de cancer de mama positivo para superexpressao da proteina
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HER-2, uma vez que este atua atingindo seletivamente o dominio extracelular desta
proteina (Feitelson et al., 2015; Harbeck et al., 2008).

Algumas das drogas quimioterapicas mais utilizadas incluem antimetabdlitos
(por exemplo, metotrexato), agentes que interagem com o DNA (por exemplo,
cisplatina, doxorrubicina e melfalan), agentes antitubulina (taxanos), horménios e
agentes de direcionamento molecular (Hosseini & Ghorbani, 2015), sendo o taxol,
ciclofosfamida, tamoxifeno, gemcitabina, melfalan, doxorrubicina, docetaxel,
carboplatina e transtuzumab o0s mais utilizados para o0s tumores mamarios

(Rothbarth et al., 2002; INCA, 2001).

1.2 - Ciclo Celular

A transicdo do ciclo celular é um processo ordenado e rigorosamente
regulado que envolve multiplos pontos de verificacdo que avaliam os sinais de
crescimento extracelular, o tamanho da célula e a integridade do DNA. O ciclo de
células sométicas é dividido em quatro fases distintas. Durante duas destas fases,
as células executam os eventos basicos de divisdo celular, como geragdo de uma
cOpia Unica e fiel de seu material genético (Sintese de DNA ou fase S) e separacdo
de todos os componentes celulares entre as duas células filhas idénticas (Mitose ou
fase M). As duas outras fases do ciclo celular representam periodos de intervalo
(fase Gap 1, ou G1 e fase Gap 2, ou G2), durante as quais as ceélulas se preparam
para a conclusdo bem-sucedida das fases S e M, respectivamente. Quando as
células cessam a proliferacéo, seja devido a sinais antimitogénicos especificos ou a
auséncia de sinalizacdo mitogénica adequada, entdo eles saem do ciclo e entram

num estado nao-divisor, quiescente, conhecido como GO. Além disso, o ciclo celular
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pode ser parado nos pontos de controle G1 ou G2 que avaliam o tamanho da célula,
0s sinais de crescimento extracelular e a integridade do DNA (Park & Lee, 2003).

A progressdo adequada do ciclo celular € monitorada por pontos de
verificacdo que detectam possiveis erros durante a sintese do DNA e divisdo
cromossOmica. A ativacdo destes pontos de verificacdo induz a parada do ciclo
celular através da modulacdo da atividade de enzimas quinases dependentes de
ciclina (CDK, do inglés cyclin-dependent kinases), proteinas estas atuantes na
transicdo de uma fase do ciclo celular para a seguinte, as quais séo ativadas quando
estdo ligadas a proteinas regulatérias (ciclinas), sendo esta associacdo entre CDKs
e ciclinas as responsaveis pela regulacdo de varios pontos do ciclo celular. A
interrupcdo do ciclo celular permite que as células reparem adequadamente estes
defeitos, impedindo assim a sua transmissao para as células filhas resultantes. Este
ponto de verificacdo para danos do DNA protege as células do ataque constante por
agentes genotéxicos exodgenos e enddgenos (por exemplo, produtos quimicos,
radicais livres, radiacdo ionizante, entre outros), que induzem diversas alteracdes na
molécula de DNA. Estas alteracBes sao detectadas por uma via de sinalizacao que
conduz, em Ultima instancia, a inibicdo da CDK e a parada do ciclo celular. Se o
reparo ndo obtiver éxito devido a danos excessivos no DNA ou defeitos genéticos no
ponto de verificagdo ou na maquinaria de reparo do DNA, as células podem entrar
em senescéncia ou sofrer apoptose (Malumbres & Barbacid, 2009).

Dentre as proteinas envolvidas nas diferentes fases do ciclo celular, a
proteina p53 € a de maior importancia na regulacao dessas fases, uma vez que suas
funcdes vao desde a inducéo a parada do ciclo em diferentes etapas, como também
na inducdo de morte celular. Além disso, o gene p53 é o mais frequentemente

mutado em tumores humanos (Jacobson & Mcinnes, 2002).

23



Esta proteina € conhecida como supressora de tumor, devido a sua acgao
sobre a parada do ciclo celular, senescéncia e apoptose em resposta a uma ampla
gama de danos celulares. A inducéo rapida de niveis elevados de proteina p53 por
varios tipos de estresse (hipoxia, radiacdo UV, estresse oxidativo, danos ao DNA),
impede a propagacdo inadequada de células portadoras de DNA danificado e
potencialmente mutagénico (Moll & Petrenko, 2003).

A regulacdo da expressao dessa proteina ocorre por meio de sua interacao
com a proteina MDM-2 (murine double minute gene 2). Em situacdes onde nao ha
estresse, ele se liga e inibe a atividade de transcricdo da p53, contribuindo para sua
degradacédo proteolitica e facilitando a sua ubiquitinacdo, proporcionando deste
modo, um ciclo de feedback negativo. Ja em situacdes de estresse, ha modificacbes
pos-traducionais entre p53 e MDM-2, onde proteinas se ligam a MDM-2, separando-
a da p53, gerando assim, 0 aumento na sua concentracao e estimulando a sintese
de p21, um inibidor de CDKs necesséarias para a progressao do ciclo celular
(Jacobson & Mcinnes, 2002; Vogelstein et al., 2000).

A p53 pode bloquear de maneira eficaz a progressao do ciclo celular por
ativacdo da transcricdo do inibidor de quinase dependente de ciclina p21, embora
varios outros genes alvo de p53, tais como 14-3-3 sigma e GADDA45, também
contribuam para esta resposta (Vousden & Prives, 2009).

A inducédo da expressao de p21 conduz a estabilizacdo do complexo DREAM
(abreviacdo para o inglés dimerization partner, RB-like, E2F and multi-vulval class
B), que atua de maneira central na regulacdo decrescente de genes relacionados
com o ciclo celular. Fischer et al. (2016) identificaram 210 genes regulados de
maneira decrescente atraves da via de p53-p21-DREAM-CDE/CHR, o que parece

ser o mecanismo preliminar para a parada do ciclo celular em G2/M disparado por
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p53. Aléem disso, a p21 também interage fisicamente e apresenta capacidade de
inibir a atividade dos complexos ciclina-CDK2, -CDK1, e-CDK4/6, funcionando assim
como um regulador da progresséao do ciclo celular durante as fases G1 e S. (Fischer
et al., 2016; Georgakilas et al., 2017).

Sendo a expressdo deste gene extremamente sensivel a niveis mesmo
baixos de proteina p53, um bloqueio temporario em diferentes fases do ciclo, tal
como induzido por dano leve ou estresse, permite que as células sobrevivam com
seguranca até que o dano seja resolvido ou o estresse removido. Logo, alteracdes
na regulacdo normal da divisdo e progressdo do ciclo celular tém sido importantes
fatores no desenvolvimento do cancer, tornando, assim, proteinas regulatorias deste

ciclo um dos alvos na terapia contra esta doenca (Vousden & Prives, 2009).

1.3 - Apoptose

A morte celular programada baseia-se numa relacdo de equilibrio entre morte
celular e sobrevivéncia das células. Em condi¢cdes de desequilibrio desta relacéo, a
morte celular programada atua desempenhando um papel fundamental no destino
final das células, como ocorre em casos de cancer. Existem diversos tipos de morte
celular programada, dentre elas a apoptose, autofagia e necrose, sendo cada uma
delas distinguivel por meio de suas diferencas morfologicas (Ouyang et al., 2012).

A palavra "apoptose" deriva do grego "amomTwolg" que significa arvores
derramando suas folhas no outono, descrevendo a queda de pétalas de suas flores,
ou folhas de suas arvores. Esse termo descreveu de maneira imaginaria a morte
celular desencadeada por estimulacéo fisiolégica e patologica. Os fendbmenos de

apoptose foram descritos pela primeira vez pelo cientista aleméo Carl Vogt em 1842,
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entretanto, o termo "apoptose” s6 veio a ser utilizado pela primeira vez em 1973, por
John Foxton Ross Kerr (Hongmei, 2012).

Este tipo de morte celular é caracterizado por alteracdes morfologicas e
bioquimicas especificas de células em estagio de morte, dentre as quais destacam:
encolhimento celular, fragmentacdo e condensacao nuclear, perda de adesédo as
células circunvizinhas ou a matriz extracelular. Dentre as alteracbes bioquimicas
incluem clivagem do DNA cromossomal, externalizacéo da fosfatidilserina e clivagem
de substratos intracelulares por protedlise especifica (Ouyang et al., 2012).

A morte celular por apoptose é mediada por uma familia de cisteinil-aspartato
proteases (caspases), constituida nos humanos por, pelo menos, 14 componentes,
dentre os quais aproximadamente 7 estdo envolvidos no processo apoptético. As
caspases sao sintetizadas como zimogénios inativos que necessitam de ativacao
para exercer a sua funcdo. A ativacdo completa é alcancada por meio da clivagem
de um pré-dominio por outras caspases. As caspases envolvidas na apoptose sdo
classificadas em caspases iniciadoras e caspases efetoras, conforme observado na
figura 3 (Riedl & Shi, 2004).

As caspases iniciadoras (Caspases 2, 8, 9 e 10) apresentam a capacidade de
auto ativacdo e estdo envolvidas na iniciacdo da cascata proteolitica. A medida que
a ativacado de uma caspase iniciadora inevitavelmente desencadeia uma cascata de
ativacdo de caspases, esta € fortemente regulada e frequentemente exige a
combinacdo de um complexo multi-componente, em condicbes apoptoéticas. Por
exemplo, a ativacdo de procaspase-9 é facilitada pelo apoptossomo, um complexo
de ~ 1,4-MDa que inclui APAF1 (apoptotic-protease-activating factor-1) e citocromo ¢

(Ried! & Shi, 2004).
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As caspases efetoras (Caspases 3, 6 e 7), por outro lado, necessitam da acéo
de uma caspase iniciadora para que possam ser ativadas e realizem seus efeitos.
Uma vez ativadas, as caspases efetoras sédo responsaveis pela clivagem proteolitica
de substratos citoplasmaticos e nucleares, produzindo muitas das caracteristicas

morfologicas da morte celular por apoptose (Riedl & Shi, 2004).

Mamiferos

Caspases

Caspase 7 efetoras
Caspases
iniciadoras

[

Figura 3. Caspases iniciadoras e efetoras (adaptado de Riedl & Shi, 2004).

Dentre os diversos substratos das caspases, pode-se citar a proteina MDM-2,
que apresenta a capacidade de ligagdo com a proteina p53, mantendo-a no
citoplasma. Ao ser clivada por acao das caspases, essa proteina libera a p53, a qual
se transloca para o nucleo celular, gerando a ativacao da transcricdo de genes pro-
apoptéticos, como a proteina Bax, entre outros. (Grivicich et al., 2007).

Héa duas vias moleculares principais que levam a ativacao de caspases e, por
consequéncia, a apoptose: Uma via intrinseca e outra extrinseca (Figura 4) (EImore,

2007).
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A via extrinseca €é mediada por receptores que transmitem sinais
extracelulares de morte para a maquinaria apoptotica intracelular a fim de induzir a
morte de células, estes receptores sdo conhecidos por receptores de morte. Os
receptores de morte pertencem a um subconjunto da superfamilia dos receptores do
fator de necrose tumoral (TNF), caracterizado por proteinas de padrdes distintos,
conhecidas por dominios de morte (do inglés death domains) e dominios efetores de
morte (do inglés death effector domains). Estes dominios especializados séo
capazes de realizar interacfes que promovem a ativacao de caspases 8 e 10. Uma
vez ativadas, estas caspases podem transmitir e amplificar o sinal de morte, seja por
meio de ativacdo direta de caspases efetoras, como as caspases 3, 6 e 7, ou
através da ativacdo da via apoptotica intrinseca (Koff et al., 2015).

J& a via intrinseca € controlada por meio da acao opositora dos membros da
familia Bcl-2. Estas proteinas sdo divididas em trés grupos: Inibidores de apoptose
(como Bcl-2 e Bcl-xL), promotores de apoptose (como Bax e Bak) e proteinas
reguladoras BH3-Only (como Bad e Noxa), sendo este ultimo grupo capaz de inibir
proteinas antiapoptéticas e estimular as pro-apoptéticas (Rastogi, 2009; Elmore,
2007).

Com a deteccdo de um estimulo citotéxico interno, como dano ao DNA ou
privacdo do fator de crescimento, as proteinas pré-apoptoéticas Bax e Bak migram
para a mitocondria e se oligomerizam para formar poros ha membrana mitocondrial,
gerando assim um aumento da permeabilizacdo da membrana e liberacdo de
proteinas do espaco intermembranar mitocondrial. Dentre as proteinas do espaco
intermembranar mitocondrial, liberados quando hd o aumento da permeabilizacdo
membranar, o citocromo ¢ € 0 mais importante, uma vez que, quando no citosol e na

presenca de ATP (adenosina trifosfato), este se liga a APAF-1 (apoptosis protease
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activating fator-1), formando o complexo conhecido por apoptossoma, o qual se liga
a caspase 9, ativando-a e clivando-a. A ativacao da caspase 9 leva a ativacdo de
outras caspases da cascata apoptética, como as caspases 3 e 7 (Koff et al., 2015;

Elmore, 2007).

a Intrinseca b Extrinseca
APO2L or CDO5L “TNFa
Agentes quimioterapicos, radiacdo ou reducdo de
fator de crescimente SEE -

DR or CD95 TNFR1

TIeAA

Caspase 8
ativa

Apoptose

Caspase 9 ativa So |
Caspases 3 e 7 ativas

Figura 4. Representacdo esquematica das duas principais vias apoptoticas:
extrinseca e intrinseca. Cada via ativa sua propria caspase iniciadora (8, 9), que por

sua vez ativara a caspase executora (3, 7) (adaptado de Vucic et al., 2011).
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Outra maneira de ativar a via intrinseca se da pela proteina p53, em resposta
aos danos no DNA, ou por outros fatores que geram estresse celular, podendo entéo
ser vista também como uma via apoptética dependente de p53 (Ouyang et al.,

2012).

1.4 — Compostos bioativos na prevencao do cancer

Pesquisas afirmam que mais de dois ter¢cos dos canceres humanos poderiam
ser prevenidos por meio de mudancas no estilo de vida. Entre os casos de cancer
relacionados a fatores ambientais, a dieta inadequada contribui com cerca de 30%,
seguida pelo tabaco (30%), fatores genéticos (15%) e outros fatores de risco
(Béliveau & Gingras, 2007; Wahle, 2010). Dessa forma, muitos componentes
dietéticos podem aumentar o risco de desenvolvimento da doenca. No entanto,
também existem inUmeras evidéncias provenientes de estudos populacionais, assim
como laboratoriais/experimentais, que provam uma relagéo inversa entre 0 consumo
regular de frutas, legumes e verduras e o risco do desenvolvimento de canceres
especificos (Riboli & Norat, 2003; Surh, 2003; Boeing et al., 2012).

Donaldson (2004) verificou que uma dieta equilibrada pode ser capaz de
reduzir de 60 a 70% a incidéncia de cancer de mama. Uma dieta rica e variada, que
contenha frutas, legumes e verduras, € recomendada como prioridade global para a
prevencdo do cancer, sugerindo a ingestdo de, pelo menos, cinco por¢cbes de
vegetais por dia (Costa & Rosa, 2010). Estes componentes presentes nos alimentos
e que sao capazes de atuar no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo
efeitos benéficos para a saude sdo chamados de compostos bioativos, ou

fitoquimicos (Figura 5) (Pratheeshkuma, 2012).
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Os fitoquimicos sdo compostos considerados ndo-nutrientes e que atuam nos
vegetais como uma resposta as agressoes sofridas por patdgenos ambientais, com
0 objetivo de protegé-las, sendo produzidas em situacoes de estresse e em
pequenas quantidades. Estes compostos séo classificados em carotendides,
fendlicos, alcaloides, terpendides, compostos nao nitrogenados e compostos

organosulfurados (Suhr, 2003; Cowan, 1999).
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Figura 5. Alimentos e seus fitoquimicos (adaptado de Pratheeshkuma, 2012).
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Dentre os efeitos benéficos a saude observados pelos fitoquimicos, encontra-
se a regulacdo na producédo de espécies reativas de oxigénio, regulacdo da ativacéo
do NF-kB, inibicao da angiogénese, regulacao da apoptose, entre outros. Devido aos
seus efeitos ja observados, estes compostos ja foram descritos como capazes de
reduzir a incidéncia de diversas doencas crbnicas, dentre as quais, 0 cancer,
conferindo-os agao quimiopreventiva (Pratheeshkumar et al., 2012).

No entanto, € necessaria uma avaliacdo precisa dos mecanismos bioquimicos
e fisiolégicos dos nutrientes e/ou compostos bioativos presentes nos alimentos
vegetais que estejam associados a reducdo do cancer para que, posteriormente,
estes sejam testados em ensaios de intervencdo em humanos, e utilizados como

suplementos alimentares.

1.5 - Quercetina

A quercetina (3,3',4',5,7-Pentahidroxiflavona) (Figura 6) € o flavonol mais
comumente encontrado nos alimentos, em maiores concentragdes na cebola e na
maca (Huber et al., 2008), pincipalmente na forma glicosilada, ou seja, ligada a

diferentes moléculas de acucar (Hertog et al., 1993; Sampson et al., 2002).

Figura 6. Estrutura da quercetina (Martins et al., 2015).

Diversos estudos vém mostrando associacdo entre a quercetina e a

prevencdo de doencas cronicas nao transmissiveis, como doencas
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cardiovasculares, cancer e insuficiéncias renal e hepatica devido as suas atividades
antioxidantes e antinflamatérias (Dorta et al., 2008, Behling et al., 2004).

Garelnabi e colaboradores (2014), identificaram que a quercetina foi capaz de
modular a expressdo de genes ligados a atividade cardiovascular e as vias de
sinalizacao envolvidas no cancer em ratos submetidos a uma dieta aterogénica e
exercicio fisico. Também foi observado que a quercetina atua como um potente
inibidor da xantina oxidase e da lipoxigenase, enzimas envolvidas em processos
como inflamacéo, aterosclerose, cancer e envelhecimento (Cos et al., 1998).

Além dos efeitos ja citados, Tsimplouli et al. (2012) verificaram a acdo de
flavondis sobre linhagens tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-435), de cdlon
(HT29 e HCT116), de pulméo (DMS114 e NCI-H460) e de glioma (SF268) e, dentre
0s resultados observados, a quercetina, na concentracdo de 15 pM, apresentou um
efeito antiproliferativo moderado sobre a linhagem MCF-7, e induziu apoptose e
alteracdo no ciclo celular nas demais linhagens pesquisadas.

Um estudo in vitro com células MCF-7 e MDA-MB-231 mostrou que, apos o
tratamento com 80 uM de quercetina, foi observado aumento na expressédo da
proteina Bax, um dos principais genes reguladores da apoptose, o qual causa
liberacdo do citocromo c e ativacdo de caspases; além do aumento dos niveis de
caspase 3 clivada, a forma ativa da caspase 3, que caracteriza a ocorréncia de
apoptose. Neste mesmo estudo, essas células foram inoculadas em camundongos
BALB/c e foi possivel observar que, com o tratamento com 80 uM de quercetina
houve a diminuigdo do crescimento do tumor e de sua vascularizacdo (Tao et al.,
2015).

Experimentos in vivo tém demonstrado a capacidade da quercetina tanto de

prevenir quanto de inibir tumores malignos em diversos modelos animais. Dentre 0s
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diversos tipos de neoplasia nas quais as propriedades quimiopreventivas deste
composto tém sido observadas, estdo os tumores de coélon, boca, cérvix e pulméo
(Loizzo et al., 2009; Dajas, 2012; Ramos et al., 2005; Howells et al., 2010).

Em ensaio clinico de Fase |, 420mg/m2 de quercetina foi administrada por
infusdo intravenosa em uma paciente em estado terminal de cancer de ovario. Os
dados mostraram uma diminuicdo seis vezes maior da concentracdo sérica de
CA125, um marcador protéico para este tipo de tumor. Neste mesmo estudo, a
administracdo de quercetina em um paciente acometido por hepatoma em estagio
avancado, resultou na diminuicao significativa dos valores séricos de a-fetoproteina,

um marcador correlacionado com a agressividade de tumores hepaticos (Sak, 2014).

1.6 — Crisina

A Crisina (5, 7-dihidroxiflavona) (Figura 7) € uma flavona encontrada em
muitos extratos vegetais, incluindo a flor de maracuja (Passiflora caerulea), mel e
prépolis, que possui alto valor econdmico e importancia medicinal (Pichichero et al.,

2011; Medic-Saric et al., 2011).

Figura 7. Estrutura da crisina (Martins et al., 2015).

O metabolismo da crisina ainda € pouco conhecido, porém seus efeitos
benéficos tém sido bastante estudados. A crisina apresenta agfes antioxidantes

(Pushpavalli et al., 2010), antinflamatérias (Bae et al., 2011), anticonvulsivantes
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(Medina et al.,, 1990), anti-hipertensivas (Vilar et al., 2002), anticancerigena
(Pichichero et al., 2011), entre outras.

Zhang e colaboradores (2004) observaram que, dentre diversos flavonoides
utilizados de forma isolada em linhagens tumorais de mama, com e sem resisténcia
a multiplas drogas (MDR, do inglés Multidrug Resistance), a crisina, utilizada na
concentracdo de 50 uM, foi capaz de sensibilizar as linhagens resistentes, deixando-
as com o nivel de sensibilidade ao quimioterapico mitoxantrona semelhante as
linhagens tumorais que nédo apresentavam MDR.

Pichichero et al. (2011) verificaram que o tratamento com 50 yM de crisina foi
capaz de aumentar entre 15 e 20 vezes a ativacdo das caspases em células de
melanoma, além de causar aumento na expressao da proteina Bax. Em outro
estudo, realizado por Samarghandian et al. (2014), o tratamento com crisina foi
capaz de inibir o crescimento de uma linhagem de adenocarcinoma de pulméao
humano (A549), induzindo apoptose através do aumento na relacdo das proteinas
Bax/Bcl-2 e da ativacao de caspases 3 e 9.

A crisina € capaz de inibir o crescimento celular e induzir apoptose em
diversas linhagens tumorais, como também se mostrou um efetivo agente
quimiopreventivo em experimentos com cancer renal induzido em ratos Wistar
(Martins et al., 2015; Rehman et al., 2012.).

Karthikeyan e colaboradores (2013) observaram que, em hamsters sirios
dourados com carcinomas bucais induzidos, o tratamento com 250 mg/kg de crisina
foi capaz de inibir o desenvolvimento dos tumores por meio de diversos
mecanismos, incluindo a prevencdo da ativacdo do procarcinogénio utilizado,

aumento da expressao de enzimas antioxidantes e de destoxicacdo, como glutationa
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(GSH), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), além de inibir a
proliferacéo celular, invaséo, angiogénese e metastase.

Este composto foi capaz de modular de forma satisfatéria os efeitos toxicos
de quimioterapicos como cisplatina e doxorrubicina, tanto a nivel renal quanto
hepatico em ratos Wistar, gerando aumento na atividade de enzimas antioxidantes,
como catalase e glutationa reduzida e diminuicdo nos niveis de marcadores de
nefrotoxicidade, como creatinina e ureia sanguinea, e marcadores de
hepatotoxicidade, como alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST) e lactato desidrogenase (LDH) (Rashid et al., 2013.; Sultana et al., 2012).

1.7 — Associacao entre compostos e com quimioterapicos

Além dos estudos sobre compostos bioativos isolados presentes em
alimentos no combate ao cancer, uma estratégia que tem sido investigada € a
associacdo entre esses fitoquimicos. Como normalmente possuem mecanismos de
acdo diferentes, a hip6tese € de que poderiam agir em diversos processos
bioquimicos e moleculares, promovendo assim maior ou menor sinergia (Raj et al.,
2008). Trabalhos recentes tém demonstrado a utilizacdo de fitoquimicos em
associacdo com quimioterapicos, com o objetivo de subsidiar estudos clinicos, a fim
de promover diminuicdo da dose utilizada do farmaco, reduzindo, possivelmente, os
efeitos colaterais provocados pelo tratamento (Heeba & Elghany, 2010; Lin et al.,
2015a; Lin et al., 2015b). A ocorréncia de resisténcia a agentes antineoplasicos,
como o melfalan, também tem sido um problema no tratamento do cancer, por isso
mais estudos sao necessarios a fim de aumentar a eficacia dos quimioterapicos,

potencializando sua agao (Zub et al., 2015).
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Jakubowicz-Gil et al. (2014) verificaram que a quercetina, quando associada
com o quimioterapico sorafenib, potencializou o efeito do farmaco administrado em
células de glioma e astrocitoma anaplasico. Em outro estudo desenvolvido por Wang
et al. (2012), verificou-se que o0 tratamento associado entre quercetina e
doxorrubicina in vitro e in vivo, potencializou os efeitos toxicos do quimioterdpico
tanto na linhagem tumoral quanto no modelo animal. Além disso, este tratamento
diminuiu os danos observados em células hepaticas normais, tanto no modelo in
vitro quanto in vivo. Doxorrubicina também teve seu efeito potencializado quando em
tratamento associado com crisina em linhagens tumorais de pulmdo A549, H157,
H460 e H1975 que apresentavam MDR, onde a crisina apresentou capacidade de
inibir bombas de efluxo ABCG2 presentes nas linhagens estudadas (Brechbuhl,
2012).

Todavia, € importante considerar que alguns fitoquimicos podem afetar o
resultado do tratamento de maneira adversa, seja pela atenuacdo ou inibicdo do
efeito terapéutico de certos farmacos, sendo por isso contraindicada a associacéo
de determinados compostos. Um dos resultados observados por Sak (2012) foi a
atenuacgdo do efeito inibitério do tamoxifeno em células de mama MCF-7 quando em
tratamento associado com genisteina.

Dessa forma, sugere-se cautela na utilizacdo de fitoquimicos por pacientes
com cancer, uma vez que os estudos ainda sao inconclusivos e ressalta-se a
necessidade imediata de se estabelecer mais perfis de eficacia e toxicidade em
relacdo a associacdo de compostos bioativos presentes em alimentos, tendo por
objetivo uma melhor avaliacdo dos beneficios do uso destes compostos no

tratamento desta doenca (Raj et al., 2008; Hsieh & Wu, 2008; Fukui et al., 2010).
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Devido aos diversos efeitos benéficos ja observados, os flavonoides tém
recebido atencdo, o que tem gerado relatos e evidéncias epidemiolégicas de que
dietas ricas nestes compostos bioativos, como, por exemplo, a quercetina e a
crisina, podem ter efeitos sobre a prevencédo e o tratamento de diferentes tipos de
doencas, incluindo o cancer.

A elucidacdo dos mecanismos de resposta quimioterapica dos compostos
encontrados em alimentos, isolados e/ou associados, ainda é uma barreira a ser
explorada, pois os estudos ainda séo inconclusivos para a determinacdo de novas
terapias. Dessa forma, torna-se relevante elucidar os efeitos da associacdo de
fitoquimicos, como a quercetina e a crisina, sobre células de cancer de mama para
uma possivel aplicabilidade futura em ensaios experimentais e, posteriormente,
clinicos uma vez que o cancer € uma doenca crbnica, com alta prevaléncia e

considerado um grave problema de saude publica.
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2 — Objetivos

2.1 - Objetivo geral

- Investigar os possiveis efeitos dos flavonoides quercetina e crisina, isolados ou
associados, sobre células tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 e ndo tumoral de mama

MCF-10A.

2.2 - Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da quercetina, crisina e da associacdo destes compostos sobre a
viabilidade de células de cancer de mama das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231,
comparando com a linhagem de mama néo tumoral MCF-10A.

- Avaliar o efeito citotéxico da associacdo de quercetina e crisina nas linhagens
MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10A.

- Analisar o ciclo celular das linhagens de células de cancer de mama apds o
tratamento com quercetina, crisina e sua associagao.

- Analisar o efeito da quercetina, crisina e sua associagdo sobre o tipo de morte
celular.

- Analisar as possiveis vias de sinalizagdo de morte celular relacionadas.
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3 — Material e métodos
3.1 -Linhagens celulares e reagentes

Foram utilizadas neste estudo linhagens de células epiteliais de cancer de
mama humano positivas para receptor de estrogénio derivadas de um carcinoma in
situ (MCF-7) e células triplo-negativas para receptor de estrogénio, receptor de
progesterona e receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 derivadas de
um carcinoma metastatico (MDA-MB-231), o que confere a esta linhagem maior
resisténcia ao tratamento com quimioterapicos (Wang et al., 2004). Além disso, a fim
de verificar a toxicidade dos compostos bioativos em células ndo tumorais, foram
realizados experimentos com a linhagem normal de mama, MCF-10A. Estas
linhagens foram obtidas do American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA,
USA).

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico.
Quercetina, crisina, dimetilsufoxido (DMSO), iodeto de propidio (Pl), RNase A e
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazodlio (MTT) foram obtidos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA); Penicilina/estreptomicina da Invitrogen
(Carlsbad, CA, EUA); Meio DMEM e soro fetal bovino (SFB) da Gibco (EUA); Azul de
Trypan da VETEC (Brasil); Kit de deteccéo de apoptose da eBioscience. O anticorpo
anti-GAPDH (#0411) da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) e os
anticorpos anti-caspase 9 (#9502), anti-caspase 7 (#9492), anti-caspase 3 (#9662)

da Cell Signaling Technology (CA, EUA).

3.2 — Cultura de células
As células MCF-7 e MDA-MB-231 foram mantidas em meio DMEM alta

glicose (4,5 g/L), suplementadas com 10 % de soro fetal bovino, 100 unidades/mL
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de penicilina G e 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina. Ja a linhagem MCF-10A
foi mantida em meio DMEM F-12 com proporcéo 1:1, suplementado com 10 % de
soro fetal bovino, 10 pug/mL de insulina, 20 ng/mL de fator de crescimento epidermal
humano, 0,5 pg/mL de hidrocortisona. As células foram mantidas a 37°C em uma

atmosfera umidificada contendo 5 % de CO, (Jin et al., 2009).

3.3 — Ensaio de citotoxicidade - Reducéo de MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-
2,5 diphenyltetrazoliumbromide)

A viabilidade celular foi determinada por ensaio de reducdo de MTT adaptado
de Mossman (1983).

Para o tratamento das linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e MCF-10A foram
feitas culturas em placas de 96 pocos até obtencéo de confluéncia entre 70% e 80%.
Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentracdes de
quercetina (0 — 300 puM) ou crisina (0 — 300 uM), dissolvidos em 0,5 % de
dimetilsulféxido (DMSO); associacdo entre 0s compostos bioativos ou 0,5 % de
DMSO (Controle). Os experimentos com as células tratadas foram realizados ap6s
24 horas de tratamento das células.

Apbs a incubacao das células com os compostos bioativos, 0 meio foi retirado
e as ceélulas foram lavadas com PBS a 37°C. Em seguida, foi adicionado 100 pL de
MTT, diluido em DMEM sem vermelho de fenol + 10% de soro fetal bovino, a uma
concentracdo de 1 mg/mL. As placas foram mantidas na estufa a 37°C por 1 hora.
Apo6s a incubagéo, a solugdo de MTT foi removida e foi acrescentado 200 pL de
DMSO 100 %. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas (SpectraMax®
Paradigm® Multi-Mode Microplate Reader) em frequéncia de onda de 570 nm e o0s

resultados obtidos em absorbéancia foram expressos em porcentagem de células
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viaveis em relacdo ao controle (onde foi considerado como tendo uma viabilidade

celular correspondente a 100 %).

3.4 — Ensaio de citotocixidade - Contagem celular utilizando teste de excluséao
com Azul de Trypan

Para confirmar os resultados obtidos pelo método de MTT, as células MCF-7
e MDA-MB-231 foram tratadas utlizando-se a concentracdo de 75 uyM dos
compostos isolados e analisadas ap6s 24 horas. Foram adicionados a 10 pL de
células, 10 yL de solugéo de Azul de Trypan a 0,04 %. Apds homogeneizagao, 10 uL
do total foi utilizado para a contagem em camara de Neubauer. Esse método de
contagem de células € baseado no principio de que as células vivas possuem
membrana intacta e conseguem excluir o azul de Trypan, ja as células mortas, em
necrose ou apoptose tardia, por apresentarem formacdo de poros em sua
membrana, conseguem incorporar esse corante e ficam marcadas, permitindo
contagem diferenciada entre células viaveis (vivas) e ndo-viaveis (mortas) (Konopka

et al., 1996).

3.5 — Indice de seletividade (IS)

O indice de seletividade corresponde a divisdo entre os valores de ICsy dos
compostos na linhagem celular normal e o ICsp dos compostos nas linhagens
tumorais (IS = ICso MCF-10A / ICs célula neoplasica). Segundo Zingue et al. (2016),
um resultado do indice de seletividade > 1.0 indica que a substancia utilizada foi

mais ativa nas linhagens tumorais do que na linhagem né&o tumoral.
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3.6 — Indice de Combinac&o (IC)

O indice de combinacéo (IC) foi calculado de acordo com a equacéo IC = D, /
(Dx)1 + D2 /(Dy)2, onde D1 e D, séo as concentracdes dos compostos na associacao
gue inibe 50% da populacéo, e (Dx); e (Dx), séo os valores do ICsy dos compostos
sozinhos, como descrito por Chou (2006). O IC calculado foi comparado com os
valores de referéncia relatado por Chou (2006), como um método semi-quantitativo

para descrever a intensidade do sinergismo, aditividade ou antagonismo.

3.7 — Conteudo de DNA nuclear

A distribuicdo do conteudo de DNA nuclear foi analisada por citometria de
fluxo. As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos, com volume final de 0,5
mL/ poco. Em seguida, foi feito o tratamento com os valores de 100 uM de crisina e
10 uM de quercetina isoladas e associadas com pré incubacdo de quercetina ou
com os respectivos volumes de DMSO 0,5 % (v/v; controle). Apds incubagédo por 24
horas, as células foram lavadas com PBS e fixadas com solugdo 70 % (vol/vol)
metanol/PBS por 1 hora a 4°C. Posteriormente, foram incubadas com solug¢édo de
PBS suplementado com 10 mg/mL de Pl e 20 mg/mL de RNase a 37°C por 45 min.
Em seguida, o conteldo de DNA foi medido usando FACScalibur equipado com o
programa CellQuest (Becton Dickinson, CA) (Ferreira et al., 2014; Ambit et al.,

2008).
3.8 — Ensaio de apoptose
A caracterizacdo da morte celular foi investigada pela dupla marcacdo com

iodeto de propidio (PI) e Anexina-V.
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As células foram plagueadas em placas de 24 pocos, e, ap0s 24 horas, foi
realizado o tratamento com os compostos dissolvidos em 0,5 % de DMSO ou com 0s
respectivos volumes de DMSO 0,5 % (v/v; controle). O etoposideo (50 uM) foi
utilizado como controle positivo de inducao de apoptose (Sen et al., 2004; Molavi et
al.,, 2008). Para esse ensaio foi utilizado o kit de deteccdo de apoptose da
eBioscience. Apds incubacdo por 24 horas, as células foram lavadas com PBS e
incubadas com tampdo de ligacdo contendo Anexina-V, por 20 minutos, em
temperatura ambiente e protegidas da luz. No momento da leitura foi adicionado 1
pL de Pl e em seguida, a analise foi realizada por citometria de fluxo (FACScalibur)
equipado com o programa CellQuest (Becton Dickinson, CA). A leitura do Pl e da

Anexina-V foi realizada pelo detector FL-3 e FL-1, respectivamente.

3.9 — Preparacao do extrato protéico das células

Para o preparo dos extratos celulares, o0 meio de cultura foi removido, as
células foram lavadas com PBS e lisadas em nitrogénio liquido. Em seguida, tamp&o
de lise contendo Tris-HCI 5 mM pH 7,4, 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10
mM, ortovanadato de sédio 1 mM, fluoreto de sodio (NaF) 5 mM, 6xido de fenilarsina
1 mM, acido ocadaico 1 uM, PMSF 1 mM e coquetel de inibidores de proteases
(aprotinina A, leupeptina, bestatina, pepstatina A e E-64) em concentracao final de 1
mM, foi acrescentado e, com auxilio de um raspador de células (scraper), as células
foram raspadas da superficie das placas. O extrato obtido foi sonicado por 10
minutos e centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante obtido da
centrifugacédo foi considerado como o extrato protéico das células. Apdés sua

obtencdo, o extrato foi armazenado a -80°C até a realizacdo dos experimentos. A
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concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951),

utilizando albumina bovina sérica como padrao.

3.10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes
(SDS-PAGE)

Quantidades iguais das amostras de extratos protéicos celulares (100 ug)
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 % na presenca de
SDS (Dodecil sulfato de sédio) (Laemmli, 1970). O gel de corrida em condi¢des
desnaturantes contendo Tris-HCI 375 mM, SDS 0,1 g%, acrilamida 9,7 g%,
bisacrilamida 0,3 g%, persulfato de aménio 0,033 g%, TEMED
(Tetrametiletilenodiamina) 0,055 % (v/v), pH 8,8. O gel de empacotamento contendo
Tris-HCI 83 mM, SDS 0,07 g%, acrilamida 3,2 g%, bisacrilamida 0,09 g%, persulfato
de amobnio 0,073 g%, TEMED 0,123 % (v/v), pH 6,8. O tampéao de corrida contendo
Tris-HCI 24,7 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1 g%, pH 8,3. As proteinas foram
ressuspendidas em tampé&o de amostra contendo Tris-HCI| 62,5 mM, glicerol 10 %
(v/v), azul de bromofenol 0,001 g%, SDS 2 g%, 3- mercaptoetanol 10 %. Os padrbes
de massa molecular utilizados foram: -galactosidase (120 kDa), albumina bovina
sérica (85 kDa), ovoalbumina (50 kDa), anidrase carbbnica (35 kDa), B-
lactoglobulina (25 kDa) e lisozima (20 kDa) (Thermo Fisher Scientific Inc, Muskego,
WI, USA, #26612). Em seguida os géis foram submetidos a uma corrente constante

de 15 mA.

3.11 — Western Blotting
Apoés eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas do gel para uma

membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF). A eletrotransferéncia foi realizada
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em tampao Tris-glicina 25 mM e metanol 20 % (v/v), pH 8,3 a 210 mA por 90
minutos a 4 °C (Towbin et al., 1979) utilizando-se o sistema de transferéncia da Bio-
Rad (Mini-PROTEAN® Electrophoresis System). A membrana foi entdo bloqueada
com Tris-HCI 0,01 M pH 7,6 contendo cloreto de sédio (NaCl) 0,15 M, 5 % de
albumina sérica bovina fracdo V e 0,1 % de Tween 20 (TBS-Tween-Albumina) por 2
horas a temperatura ambiente. Apés 2 horas, o tampé&o de bloqueio foi desprezado e
a membrana incubada com anticorpo primario numa diluicdo de (1:1.000) por 18
horas a 4 °C. Em seguida, a membrana foi lavada 5x com TBS-Tween e incubada
por 2 horas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario (anti-IgG
coelho/camundongo) conjugado a peroxidase (1:5.000). A membrana foi entéo
lavada 5x por 5 minutos com TBS-Tween e 5x com TBS. A imunodeteccdo das
bandas foi visualizada por quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL Western
Blotting Detection System (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), de acordo com as
intrucdes do fabricante. Os niveis de gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
foram utilizados como controle interno para verificacdo do carregamento de
proteinas no gel. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-GAPDH
(#0411) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA); anti-caspase 9 (#9502),
anti-caspase 7 (#9492), anti-caspase 3 (#9662) (Cell Signaling Technology, CA,
EUA). A quantificacdo das bandas foi determinada por andlise densitométrica,
utilizando o programa Image-J versdo 1.51j8 (NIH, EUA) e os resultados foram
expressos em unidades arbitrarias conforme a sua comparacéo ao controle GAPDH.
Para o descarregamento, as membranas foram lavadas trés vezes, por 2 minutos,
com TBS-Tween e trés vezes, por 2 minutos, com tampao TBS pH 7,6, entdo
incubadas com a solugdo de descarregamento Re-Blot Plus Mild (Millipore). Em

seguida, foram lavadas trés vezes, por 2 minutos com TBS-Tween e trés vezes, por
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2 minutos, com TBS pH 7,6. Para verificar a transferéncia das proteinas para a
membrana de PVDF, esta foi corada com o corante vermelho de Ponceau. Para
retirada do corante, as membranas foram lavadas 3 vezes por 5 minutos com agua

destilada e 1 vez por 5 minutos com TBS pH 7,6.

3.12 — Analise estatistica

O erro padrdo foi calculado por meio da média de 3 experimentos
independentes. O nivel de significancia das diferencas entre as médias foi avaliado
pelo método de analise estatistica “teste t de Student, ndo pareado” (P<0,05) ou por
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey (P<0,05), usando o Graph-

Pad Prism 6.0 software

4 — Resultados e discussao
Resultados obtidos nessa dissertacdo estdao apresentados em modelo de

artigo para submissao para a revista Journal of Functional Foods (Anexo A).

5 - Concluséo

Por meio dos resultados obtidos nesta dissertacao, é possivel concluir que,
isoladamente, ambos os compostos utilizados apresentaram efeito citotdxico sobre
as linhagens tumorais estudadas, sendo a crisina 0 composto com maior efeito.

A associacao apresentou resultado mais satisfatorio, uma vez que a pré-
incubacdo com quercetina potencializou o efeito observado pela crisina na inducéo
de morte celular, apresentando maior toxicidade e seletividade para as linhagens

tumorais testadas quando comparadas com a linhagem nédo tumoral.
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Entretanto, esta alteracdo néo foi observada na expressao de caspases 3, 7 e
9. Mais estudos precisam ser realizados com o objetivo de verificar que outras vias

apoptoticas estardo alteradas pelo tratamento utilizado.
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Abstract

Breast cancer is the second most deadly cancer among women. Pharmacological
properties of flavonoids have been reported, with an anticancer role amongst them,
however, its mechanisms are not elucidated. In this study, the activity of quercetin
and chrysin towards MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10A breast cells was
investigated. Cells were cultured using standards techniques. Cellular viability was
determined by MTT assay, after treatment with the compounds in different
concentrations for 24 h. Secondly, cells were treated with fixed concentration of
chrysin and different concentrations of quercetin with/without preincubation. Both
compounds inhibited cellular proliferation in dose-dependent manner. The
combination showed improvement in their citotoxicity, more expressively with
preincubation of quercetin. Selectivity index showed that this association was more
active in cancer cell lines. Quercetin preicubation induced cell cycle arrest in GO/G1
phase, however did not modify the expression of caspases 3, 7 and 9. Taken
together, our results demonstrate that both flavonoids inhibited cells growth in a
dose-dependent manner and preincubation of quercetin improved chrysin’s effect

over the cell lines.

Keywords: Breast cancer cells, quercetin, chrysin, cell cycle, apoptosis
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Introduction

Breast cancer is the type of cancer that most affects women over the world,
both in developing and developed countries. According to data provided by WHO,
571,000 deaths from breast cancer in women were estimated in the year of 2015
worldwide. In general, higher mortality rates are observed in more socioeconomically
developed regions. However, this neoplasm is found to be the main cause of death in
less favored regions and currently occupies the second position in more developed
regions, presenting lower rates only than lung cancer (WHO, 2017).

More than two-thirds of human cancers could be prevented through lifestyle
changes. Among cancer cases related to environmental factors, inadequate diet
contributes for about 30 % (Wahle, 2010). Thus, many dietary components may
increase the risk of developing the disease. However, there is also a great deal of
evidence from population-based studies as well as laboratory/experimental studies
that proves an inverse relationship between regular consumption of fruits and
vegetables and the risk of developing specific cancers (Riboli and Norat, 2003;
Boeing et al., 2012).

Donaldson (2004) found out that a balanced diet may be able to reduce the
incidence of breast cancer from 60 to 70 %. A rich and varied diet containing fruits
and vegetables is recommended as a global priority for cancer prevention,
suggesting the ingestion of at least five servings of vegetables per day (Nicklett,
2013). However, an accurate assessment of the biochemical and physiological
mechanisms of the nutrients and/or bioactive compounds present in plant foods that
are associated with cancer reduction is necessary so that, subsequently, they could

be tested in human intervention trials and used as supplements.

67



Quercetin is the flavonol most commonly found in foods, especially on onion
and apple (Djuric et al., 2012). Several studies have shown an association between
guercetin and the prevention of non-communicable diseases due to its antioxidant
and anti-inflammatory activities (Dorta et al., 2008). Garelnabi et al. (2014) identified
beneficial actions of quercetin in the expression of genes linked to cardiovascular
activity and cancer signaling pathways in rats submitted to an atherogenic diet and
physical exercise. It has also been observed that quercetin acts as a potent inhibitor
of xanthine oxidase and lipoxygenase, enzymes involved in processes such as
inflammation, atherosclerosis, cancer and aging (Cos et al, 1998). In vivo
experiments have demonstrated the ability of quercetin to both prevent and inhibit
malignant tumors in various animal models. Among the different types of neoplasms
in which the chemopreventive properties of this compound have been observed,
there are tumors of colon, mouth, cervix and lung (Loizzo et al., 2009; Dajas, 2012;
Howells et al., 2010).

Chrysin is a flavone commonly found in honey and propolis (Pichichero et al.,
2011; Medic-Saric, 2011). The metabolism of chrysin is not completely elucidated
yet, however its beneficial effects have been well studied. This bioactive compound
has anti-inflammatory (Bae et al., 2011), anticonvulsants (Medina et al., 1990),
antihypertensive (Vilar et al., 2002) and anticancer effects (Pichichero et al., 2011). In
addition, it was observed that chrysin induces the inhibition of cell growth and
apoptosis in several types of cancer, and has also been shown to be an effective
chemopreventive agent in kidney cancer experiments in rats. This compound was
able to satisfactorily modulate the toxic effects of chemotherapeutic drugs such as

cisplatin and doxorubicin (Martins et al., 2015).
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In addition to the studies on isolated bioactive compounds present in foods in
the fight against cancer, a strategy that has been investigated is the association
between these phytochemicals. Since they normally have different mechanisms of
action, the hypothesis is that they could act in several biochemical and molecular
processes, thus promoting greater or lesser synergy (Raj et al., 2008).

Thus, the aim of this study was to investigate the possible effects of flavonoids
on tumoral and non-tumoral breast cells. ldentifying the best combination in vitro
related to the association between the compounds, analyzing their effect on the type

of cell death and the possible pathways of the related signaling.

Material and methods
Cell lines and reagents

Human breast carcinoma cell lines MCF-7, MDA-MB-231 and non-tumorigenic
epithelial cell line MCF-10A were obtained from American Type Culture Collection
(ATCC; Manassas, VA, USA). MCF-7 and MDA-MB-231 cells were cultured in
DMEM containing 4.5 g/L glucose, supplemented with 2.0 g/L HEPES, 3.7 g/L
sodium bicarbonate, 10 % fetal bovine serum, penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 mg/mL). MCF-10A cells were cultured in DMEM F-12 medium (1:1),
supplemented with 10 % fetal bovine serum, 10 pg / mL insulin, 20 ng/mL human
epidermal growth factor, 0.5 pg/mL hydrocortisone, penicillin (100 U/mL) and
streptomycin (100 mg/ mL). Cells were maintained at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5 % CO, (Jin et al. 2009). Quercetin and Chrysin (>99 %
pure), were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) and fetal bovine serum (FBS) used in the cell culture

methods were products of Gibco (USA). The antibodies anti-caspase-3 (#9662), anti-
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caspase 7 (#9492) and anti-caspase-9 (#9502) were purchased from Cell Signaling
Technology (CA, USA) and antibody anti-GAPDH (#0411) was purchased from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) . All other chemicals were

purchased in the purest form commercially available.

Cell viability by 3-(4,5- dimethylthiazol-2- yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay

Cellular viability was determined by MTT assay, adapted from Mossman
(1983). For the treatment of the MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10A cell lines,
cultures were made into 96-well plates. Subsequently, the cells were treated with
different concentrations of quercetin (0-300 yM) or chrysin (0-300 uM) dissolved in
0.5 % dimethylsulfoxide (DMSOQ), association between the bioactive compounds and
0.5 % DMSO (Control). Experiments with the treated cells were performed for 24
hours.

After incubation of the cells with the bioactive compounds, the medium was
removed and the cells were washed with PBS at 37°C. Then, 100 uL of MTT, diluted
in DMEM without phenol red + 10 % fetal bovine serum was added at a concentration
of 1 mg/mL. Plates were maintained at 37°C in a humidified atmosphere containing 5
% CO; for 1 hour. After incubation, MTT solution was removed and 200 pl of 100 %
DMSO was added. The absorbance was measured by spectrophotometry at a
wavelength of 570 nm on Ultra Multifunctional Microplate Reader (SpectraMax®
Paradigm® Multi-Mode Microplate Reader). The results obtained in absorbance

were expressed as percentage of viable cells relative to control.
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Trypan blue exclusion assay

MCF-7 and MDA-MB-231 cells were treated using one concentration of the
isolated compounds and analyzed after 24 hours of incubation at 37°C. 10 uL of
Trypan Blue solution at 0.04 % was added to 10 L of cells. After homogenization, 10
ML of the total were used for counting in the Neubauer chamber. This method of cells
counting is based on the principle that living cells have an intact membrane and can
exclude trypan blue dye while cells in necrosis, late apoptosis or dead, due to the
pore formation in its membrane, can incorporate this dye and are marked, allowing a

differentiated counting between living and dead cells (Konopka, 1996).

Combination Index (CI)

The combination index (CI) was calculated according to the equation CI =
D1/(Dx); + D2/(Dx)2, where D; and D, are the concentrations of the compounds in the
association which inhibits 50 % of the population, and (Dx); and (Dx), are the ICsg
values of the compounds alone as described by Chou (2006). The calculated CI was
compared with the reference values reported by Chou (2006) as a semi-quantitative

method to describe the intensity of synergism, additivity or antagonism.

Selectivity index (SI)

S| corresponds to the division between the ICsp of the tested compound in the
normal cell line and the 1Cso of the compound in the tumor lines. (SI = IC5p MCF-10A /
ICso breast cancer cells). According to Zingue et al. (2016), a selectivity index > 1.0
indicates that the substance used was more active in the tumor cell lines than in the

non-tumoral one.
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DNA content analysis

Cells were incubated in DMEM medium with 10 yM of quercetin and 100 uM of
chrysin with and without preincubation for 24 h. The cells were washed with PBS and
fixed in 70 % (vol/vol) ice-cold methanol-PBS for 1 h at 4°C. The fixed cells were
washed once with PBS and incubated in DNA content solution (PBS supplemented
with 10 g/ml propidium iodide and 20 g/ml RNase) at 37°C for 45 min (Ferreira et al,
2014; Ambit et al., 2008). For each sample, 10,000 events were collected on a BD

FACSCalibur (Becton, Dickinson) and analyzed using the CellQuest software.

Annexin V/Propidium lodide Apoptosis Assay

The characterization of cell death was investigated by double labelling with
propidium iodide (PI) and Annexin-V.

Cells were plated in 24-well plates, and, after 24 hours, treatment was
performed with the compounds dissolved in 0.5 % DMSO or with respective volumes
of 0.5 % (v/v control) DMSO. The etoposide was used as a positive control for
induction of apoptosis (Sen et al., 2004; Molavi et al., 2008). For this assay the
eBioscience apoptosis detection kit was used. After incubation for 24 hours, the cells
were centrifuged at 2000 rpm for 7 minutes at 4°C and resuspended with PBS twice.
They were then incubated with Annexin V-binding buffer for 20 minutes at room
temperature and protected from light. After the stated time period, 200 pL of the
binding buffer were added and, at the time of reading, 1 yL of Pl was added. The
analysis were performed by flow cytometry (FACScalibur) equipped with the
CellQuest program (Becton Dickinson, CA). The Pl and Annexin-V reading were

performed by detector FL-3 and FL-1, respectively.
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Preparation of cell lysates

After treatment for 24 h, the cells were washed with PBS and lysed in liquid
nitrogen. The cells were then scraped in ice-cold lysis buffer [5 mM Tris—HCI, 10 mM
ethylenediamine tetraacetic acid, 5 mM sodium fluoride, 1 mM sodium
orthovanadate, 1 mM phenylarsine oxide, 1 mM okadaic acid, and 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (pH 7.4)] with freshly added protease inhibitor cocktail
(1.04 mM 4-2-aminoethylbenzenesulfonyl fluoride, 15 mM pepstatin A, 14 mM E-64,
40 mM bestatin, 20 mM leupeptin, and 0.8 mM aprotinin). The lysate was collected,
sonicated and cleared by centrifugation at 8,000 rpm for 5 min at 4°C; the
supernatant (total cell lysate) was then collected, aliquoted, and stored at -80°C. The
protein concentration was determined according to Lowry’s method (1951) and

bovine serum albumin was used as standard.

Western blotting analysis

Equal amounts of total cellular proteins (100 pg) were resolved by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—-PAGE) and transferred
onto polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Immobilon P, Millipore, Bedford,
MA). The membranes were blocked for 2 h at 4°C in Tris-buffered saline containing 1
% Tween 20 (TBS-T), and 5 % nonfat milk and incubated overnight with the primary
antibody (1:1,000). The membranes were then washed with TBS-T and TBS and
incubated with a peroxidase-conjugated secondary antibody (1:5,000) for 2 h. The
antibodies used were as follows: anti-Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH; 0411), from Santa Cruz Biotechnology, and anti-caspase 9 (#9502), anti-
caspase 7 (#9492), anti-caspase 3 (#9662), from Cell Signaling Technology. The

immuno-complexes were visualized with the enhanced chemiluminescence (ECL) kit
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(Amersham, UK). For every immunoblot assay, equal loading of protein was
confirmed by stripping the blot and reprobing with the GAPDH antibody. The
quantification of proteins was performed by densitometric analysis of protein bands

using ImageJ 1.51j8 Software.

Statistical analysis

Quantitative data represent the mean values with the respective standard error
(SE) of the mean corresponding to three or more replicates. Data were analyzed by
one-way analysis of variance (ANOVA) using the post-hoc multiple comparisons
Tukey’s test. Data were considered to be statistically significant at P< 0.05 using

Graph-Pad Prism 6.0 software

Results
Effect of quercetin or chrysin treatments on cellular viability of MCF-7 and
MDA-MB-231 and MCF-10A

In the present study, the effects of quercetin or chrysin on MCF-7 (Figure
1A),MDA-MB-231 cell lines (Figure 1B) and MCF-10A (Figure 1C) were analyzed by
the MTT assay. This method consisted in a colorimetric assay in which the
compound MTT is reduced by the mitochondrial enzymes and, therefore, formazan
crystals are formed, which are purplish in color and can be detected by
spectrophotometry. The greater intensity of the purplish coloration represents viable
mitochondrias (Fotakis and Timbrell, 2006).

In the MTT assay it was possible to demonstrate that both quercetin and
chrysin reduced cell viability in a dose dependent manner. In the 24-hour treatment,

in MCF-7, however, despite the decrease in cell viability, our experiment showed an
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ICso of 3mM for quercetin, with a significant decrease in the concentration of 100.0
MM, whereas for chrysin, there was a significant decrease in the concentration of
100.0 uM, presenting an ICsy of 232.5 uM. In MDA-MB-231, when treated with
quercetin, a significant reduction was observed only from the concentration of 150.0
MM, presenting an ICso of 415.5 uM. In the assay performed using chrysin, this
reduction was observable from the concentration of 100.0 yM, presenting ICsy of
170.0 uM. In the MCF-10A cell line, the treatment with quercetin showed an ICsy of
111.0 uM while in the assay performed using chrysin, it was observed an ICsy value
of 110.5 uM, with the isolated compounds being more cytotoxic in the MCF-10A cell
line.

In order to verify if the result observed with the MTT assay caused
modification on the cell membrane integrity of MCF-7 and MDA-MB-231, the number
of viable cells was estimated with the use of Trypan blue dye (Figure 2). This method
is based on the fact that intact cells are impermeable to the dye, whereas non-viable
cells have permeability since there is pore formation in the cell membrane, which
allows the dye to penetrate and color them (Konopka et al., 1996).

It was possible to observe that the treatment with 100.0 pM of quercetin or
chrysin showed a viability reduction by the trypan blue dyeing method however it did
not reflect the result observed with the MTT assay, suggesting that the treatment
caused higher damage over the mitochondrial enzymes than over the cell membrane

integrity.
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Effect of compounds association on cellular viability of MCF-7, MDA-MB-231
and MCF-10A

After observing the effect of the isolated flavonoids and calculating their 1Csg
values, a fixed concentration of chrysin was defined, since this compound had the
most pronounced effect, which presented a significant decrease in viability but
remained below the ICso. The concentration defined for chrysin was 100 uM . In order
to observe if the association between the compounds would present a more
satisfactory result, it was necessary to perform the concentration curve with quercetin
plus the fixed concentration of chrysin. In addition, the preincubation of both
compounds was performed within one hour in order to observe if there would be
alteration of the result obtained, once, according to a study by Dudhatra et al. (2012),
guercetin presented a bioenhancer capability when preincubated with other
flavonoids or chemotherapeutic drugs (Table 1).

The association between the compounds reduced the cell viability in a dose-
dependent manner, with quercetin having I1Cs values of 69.4 uM in MCF-7, 45 uM in
MDA-MB-231 and 96,5 pM in MCF-10A. When the cells’ pre-incubation with the
compounds was carried out, it was possible to observe that there was a potentiation
of the effect observed in both cancer cell lines, with quercetin showing an ICsg in
MCF-7 of 60.6 uM when it was preincubated and 49.2 yM when chrysin was the
preincubated flavonoid. In MDA-MB-231, 1Cso was 43.1 uM when preincubated with
quercetin and 82.8 uM when preincubated with chrysin. In MCF-10A, when quercetin
was preincubated, the 1Cso value was 99.0 uyM and, when chrysin was the
preicubated flavonoid, the ICs, value was 62.7 yM Thus, pre-incubation with

quercetin had a better effect on the cell lines. It was also observed that in the MCF-7

76



cell line, the treatment with 10 uM of quercetin was the one with the most significant

decrease when compared to the other concentrations tested in this work.

Selectivity index (Sl)

In order to verify if the association between the flavonoids was more active in
the tumor cell lines than in the non-tumoral one and if the pre-incubations potentiated
the selectivity of the substances, the compounds Sl was calculated. As observed in
the Table 2, all three treatments showed higher selectivity for the tumor cell lines
than the non-tumor one, except with MDA-MB-231 cell line in the treatment with pre-
incubation of chrysin, where the treatment was more active in the non-tumoral cell

line.

Combination index

To determine if the effect of the combination of flavonoids would be additive,
synergistic or antagonistic, the combination index was calculated. The CI values for
each performed treatment were, in MCF-7, 0.450 for the combination without
preincubation, 0.447 for the treatment with preincubation of quercetin and 0.444 for
the treatment with the preincubation of chrysin, with all the three conditions acting in
sinergism. In MDA-MB-231, the combination acted in moderate sinergism, with the CI
for each condition being 0.772, 0.725 and 0.797 for no preincubation, preincubation
with quercetin and preincubation with chrysin, respectively. In MCF-10A, however,
the combinations acted in antagonism, with the CI for each condition being 1.775,
1.797 and 1.468 for no preincubation, preincubation with quercetin and preincubation

with chrysin, respectively (Table 3).

77



Effect of treatment with quercetin, chrysin and their association on the DNA
content of MCF-7 and MDA-MB-231

After that preincubation with quercetin was defined as the best treatment to be
applied in tumor cell lines and in order to verify the mechanisms underlying the
synergy between chrysin plus quercetin in growth inhibition of breast cancer cells,
DNA content analysis were performed on both MCF-7 and MDA-MB-231 cells after
24 h of exposure to the treatment, using flow cytometric analysis of cellular DNA
content (Figure 3).

Co-treatment of MDA-MB-231 cells with 10 uM quercetin plus 100 uM chrysin
resulted in a —1,63 fold decrease of cells in the GO/G1 phase at 24 h when compared
to control and treatment using either of the two agents alone. The co-treatment of
MDA-MB-231 also showed a 4.43 fold increase of cells in the Sub-G0/G1 phase,
compared to control and treatments using quercetin, the only exception being the
treatment with chrysin alone at Sub-GO0/G1, however it did not show significative
difference (Figures 3A, 3B, 3C. 3D).

When the co-treatment was performed on the MCF-7 cell line, it was observed
a 1.35 fold increase in the cells in GO/G1 phase, a 1.3 fold increase in cells in Sub-

GO0/G1 phase, and a 2.07 fold increase of cells in S phase (Figure 3E, 3F, 3G, 3H).

Annexin V/Propidium lodide Apoptosis Assay

A double-labeled apoptosis assay was performed with propidium iodide and
annexin V, where annexin V binds to phosphatidylserine translocated to the
extracellular medium in the cells at the beginning of apoptosis and propidium iodide
can intercalate in any DNA, as long as the cell membrane is permeable, thus marking

cells in late apoptosis or necrosis.
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It was observed that the treatment associating compounds had a satisfactory
effect in all tumor cell lines, with the pre-incubation of quercetin and subsequent
addition of chrysin showing a 1 fold increase in the amount of cells in late apoptosis
in MCF-7 (Figure 4A) and increasing in 0.3 fold, the amount of cells in apoptosis in

MDA-MB-231 (Figure 4B).

Effect of treatment with quercetin, chrysin and their association on the levels
of proteins related to cell death of MCF-7, MDA-MB-231 and MCF-10A

Protein extracts from the cells treated with 10 uM quercetin, 100uM chrysin
and their association for 24 hours were submitted to SDS-PAGE. Then Western
blotting was performed using antibodies anti-caspase 3, anti-caspase 7, anti-caspase
9 and anti-GAPDH (loading control). Immunoblottings are representative of one
experiment. The densitometric analysis of each band was performed using Image J
software and the data were expressed as relative arbitrary unit.

In MDA-MB-231 cell line, there was a decrease in the levels of caspase 3
(Figure 5A) and 9 (Figure 5C), in the latter case for treatments with the associated
compounds when compared to control, and being increased when the cells were
treated with the isolated compounds, furthermore, there was an increase at the levels
of caspase 7 (Figure 5B) in both isolated and associated compound treatments.

In the MCF-7 cell line, a decrease in the levels of caspase 7 (Figure 5D) was
observed when compared to control in all treatments, however when compared to
each other, the treatment with the compounds associated showed an increase, which
was not considered statistically significant. Regarding to the levels of caspase 9
(Figure 5E), the treatments with the isolated compounds showed no difference when

compared to control and with each other. The associated treatment caused a
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decrease in the expression of this protein. The expression of caspase 3 in MCF-7
cells was not measured because, according to Janicke (2009), MCF-7 cells do not
express detectable levels of caspase 3. These results suggested that the citotoxicity

caused by the associated compounds did not lead to cell death by this pathway.

Discussion

In the present study, it was investigated the effect of the co-treatment of the
flavonoids quercetin and chrysin over an estrogen positive receptor human breast
cancer cell line derived from an carcinoma in situ (MCF-7) and a triple negative
breast cancer cell line, negative for estrogen, progesterone and human epidermal
growth factor 2 receptors derived from a metastatic carcinoma (MDA-MB-231).

Thus, these characteristics of the MDA-MB-231 cell line confer greater
resistance to different approaches used in chemotherapeutic treatments (Wang et al.,
2004). In addition, in order to verify the toxicity of the bioactive compounds in non-
tumoral cells, experiments were performed on the normal breast cell line, MCF-10A.

The inhibitory effect of quercetin or chrysin treatments has been described on
several types of tumor cells, such as leukemia, colon, ovary carcinoma, breast
cancer and lymphoma. Different antiproliferative mechanisms have been suggested
to explain these observed effects, among them the reduction of inflammatory
metabolites formation, inhibition of the glycolytic pathway, increase in the expression
of tumor suppressor genes, decrease in cell cycle gene expression and induction of
apoptosis (Jung et al., 2010; Van der Woude et al., 2003; Sak, 2014).

In the present study, the treatment with the associated compounds increased
the number of cells in apoptosis, late apoptosis and necrosis in the MCF-7 cell line,

being late apoptosis the most statistically significant type of cell death and presenting
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a higher cell counting even when compared with the cells incubated with isolated
compounds. The same effect was observed in MDA-MB-231, with apoptosis having
the highest counting when compared even with the compounds isolated.

One of quercetin and chrysin actions on inhibiting the growth and viability of
different tumor lines has been through blocking the cell cycle at different stages, with
the exact location of this blocking differing according to the cell type and tumor origin
(Rusak et al, 2005; Gibellini et al., 2011, Pichichero et al.,, 2010). However, the
different effects on the cell cycle, observed by these compounds, are related to the
condition of the p53 protein of these cells, a tumor suppressor protein that acts as
one of the regulators of the cell cycle but, when mutated, it has its function impaired
(Lee et al., 2006; Haddad et al., 2006; Mertens-Talcott & Percival, 2005).

Stopping cell cycle progression leads to apoptosis death in malignant cells
where it can occur as a result of cytochrome c release, poly-ADP-ribose polymerase
cleavage (PARP), and activation of caspases (Braganhol et al., 2006; Aalinkeel et al.,
2008; Kuo et al., 2004). In addition, other action by which these flavonoids can act in
this pathway is by decreasing the expression of anti-apoptotic proteins, i.e. Bcl-2 and
Bcl-xl, and increasing the expression of pro-apoptotic proteins, i.e. Bax (Niu et al.,
2011; Granado-Serrano et al., 2006).

In order to assess whether chrysin and quercetin cell growth inhibition is
mediated via alterations in cell cycle progression, DNA content analysis in response
to the isolated and associated treatments was performed. In this study, we observed
that the association of these flavonoids induced a GO/G1 phase arrest in MCF-7 cells
and a Sub-GO/G1 phase arrest in MDA-MB-231 cells. A higher counting of cell
population in GO/G1 phase was also observed in other cancer cell lines after chrysin

or quercetin isolated treatments. Cao et al. (2014) assessed that the treatment with
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chrysin induced a decrease in the levels of cyclin D1 and CDK4 in breast cancer cell
line MDA-MB-453. Cyclin D1 acts as the regulatory subunit of Cdk4 and contributes
to its stability and the progression of cell cycle from G1 to S phase. Chrysin also
induced cell cycle arrest in G1 phase in C6 glioma cells, which was caused by the
increase of p21"aCP! protein levels and suppression of CDK4 and CDK2 kinase
activities, which mediate the phosphorylation of retinoblastoma protein (Rb) (Weng et
al., 2005). In a study performed by Jeong et al. (2009), it was observed that the
treatment of breast cancer cell line Sk-Br3 with 10 uM of quercetin for two and four
days also induced cell cycle arrest in G1 phase through dephosphorylation of Rb,
they also observed a dramatically increasing of p2l, suggesting that quercetin
inhibited cyclin-CDK activity through the induction of p21, resulting in a decrease of
phosphorylation of Rb.

Nguyen et al. (2017) investigated the possible molecular mechanisms involved
in the cytotoxicity of quercetin in MDA-MB-231 cells and observed a significant
increase in the levels of p21 and p53 markers, as did the Fas ligand (FasL) protein, a
pro apoptotic factor which has the ability to activate the Fas receptor, directing the
cell to death by apoptosis. In this same study it was observed that the treatment with
20 pM quercetin for 24 hours showed an increase of approximately 3 folds in the
activity of the protein Forkhead box O3 (FOXO3), protein known for its ability to
modulate the expression of genes involved in the processes of apoptosis and cell
cycle, which also has the FasL protein as a target gene. These results suggest
possible signaling pathways for death by apoptosis that are not exclusively related to
the increase of caspase expression. This show an alternative to be investigated,

considering that in the present study the expression of caspases 3, 7 and 9 did not
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present significative results that lead to the death pathway observed by the
treatments performed.

Some studies have recently shown that the combination of chemotherapeutics
with phytochemicals may be more effective in the therapy against cancer when
compared to its isolated effects. In a study by Casanova et al. (2012), the effects of
resveratrol and melphalan isolated and in association showed that the phytochemical
improved the effect of the chemotherapeutic drug by upregulation of p53,
downregulation of procaspase 8 and activation of procaspase 7 and 9. Li et al. (2007)
observed that, when associated with paclitaxel, the phytochemical genistein
potentiated its effect significantly, both when administered orally and intravenously. In
relation to quercetin used in the present study, it was observed that this compound
administration potentiated the bioavailability of chemotherapeutic drugs verapamil,
tamoxifen, and paclitaxel by inhibiting P-gp and BCRP efflux pump function and CYP
3A metabolizing enzyme in the intestine on animal models (Choi et al., 2004; Choi &
Han, 2004; Shin et al.,, 2006). A study by Wang et al. (2015) found that the
administration of low doses of quercetin (10 uM - 50 uM) showed the ability to
reverse tamoxifen resistance in the MCF-7Ca/TAM-R cell line. A study by Zhang et
al. (2004) observed that, among several flavonoids used in breast cancer cell lines
with and without multidrugs resistance (MDR), chrysin used in the concentration of 50
MM was able to sensitize the resistant cell lines, leaving them with the level of
sensitivity to the chemotherapeutic drug mitoxantrone similar to tumor lines that did
not present MDR. In addition, this compound was also able to satisfactorily modulate
the toxic effects of chemotherapeutic drugs such as cisplatin and doxorubicin, both in
renal and hepatic levels in Wistar rats, generating an increase in the activity of

antioxidant enzymes, such as catalase and reduced glutathione and a decrease in
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the levels of nephrotoxicity markers such as creatinine and blood urea, and markers
of hepatotoxicity, such as alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST) and lactate dehydrogenase (LDH) (Rashid et al., 2013;
Sultana et al., 2012).

Also in the study conducted by Casanova et al. (2012), the ICsy values
obtained in breast cancer cells treated with the chemotherapeutic drug melphalan
was 110.0 uM and 305.0 uM for MCF-7 and MDA-MB-231, respectively. Considering
that in the present study the ICso value for quercetin in the treatment associated with
100.0 pM of chrysin was 60.6 uM for MCF-7 cells, 43.1 yM for MDA-MB-231 cells
and 99.0 uyM for MCF-10A cells, in both tumor cell lines, the treatment with the
associated flavonoids obtained an ICsy below the values observed with the
chemotherapeutic drug in the aforementioned study.

Considering that phytochemicals have been extensively investigated for their
anticancer activities because of their safety, low toxicity and wide availability
(Pratheeshkumar et al., 2012) an ICso value below those observed even in
chemotherapy treatments known to be applied in clinical practice only reinforces the
benefits of the use of these naturally occurring compounds widely found in nature.

The performed treatments showed that the association between the
compounds, especially when preincubated with quercetin, potentiated the effect of
chrysin on the tumor cell lines, this effect not being observed in the non-tumoral cell
line. This result is in accordance with the data presented in the study by Dudhatra et
al. (2012), where the bioenhancing effect of quercetin was demonstrated in
experimental treatments, with this flavonoid not only potentiating the effect of
chemotherapeutic agents, including tamoxifen and doxorubicin, used in the therapy

for breast cancer, as well as other phytochemicals, such as epigallocatechin gallate.
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However to date there have been no other study observing the association between

quercetin and chrysin on breast cancer cell lines.

Conclusion

Taken together, it is possible to conclude that both quercetin and chrysin
presented a cytotoxic effect over the studied cancer cell lines, with chrysin being the
compound with greater isolated effect. However the association between them
showed a more satisfactory result, since the preincubation with quercetin potentiated
the effect observed by chrysin in the induction of cell death, presenting greater
toxicity in the tumor cell lines observed when compared with the non-tumoral cell line.
However this alteration was not observed in the expression of caspases 3, 7 and 9.
Further studies need to be performed with the aim of verifying what other cell death

pathways will be altered by the treatment performed.
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TABLE 1 ICso values of quercetin, chrysin and their associations in the culture of

breast cancer cells MCF-7 and MDA-MB-231 and non-tumor breast cell MCF-10A for

24 hours of treatment.

ICs0

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A
QRC 3000.0pM 415.5 pM 111.0 pM
CRIS 232.5 uM 170.0 uM 110.3 uM
QRC + CRIS* 69.4 uM 45.0 pM 96.5 pM
QRC (1h before) + CRIS” 60.6 pM 43.1 pM 99.0 pM
QRC + CRIS” (1h before) 49.2 M 82.8 uM 62.7 UM

#100.0 uM

TABLE 2 Selectivity Index of the combination of quercetin and chrysin.

Selectivity Index

MCF-10A/MCF-7  MCF-10A/MDA-MB-231
QRC + CRIS? 1.39 2.14
QRC (1h before) + CRIS" 1.63 2.29
QRC + CRIS” (1h before) 1.27 0.75
# 100.0 pM

TABLE 3 Combination Index and effect of the combination of quercetin, chrysin.

Combination Index

MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A
QRC + CRIS? 0.450 0.772 1.775
(Sinergism) (Moderate (Antagonism)
Sinergism)
QRC (1h before) + 0.447 0.725 1.797
CRIS* (Sinergism) (Moderate (Antagonism)
Sinergism)
QRC + CRIS® (1h 0.444 0.797 1.468
before) (Sinergism) (Moderate (Antagonism)
Sinergism)
# 100.0 uM
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TABLE 4 Effect of quercetin, chrysin and their association on the distribution of the

cell cycle phases of MDA-MB-231 and MCF-7 cells after treatment for 24 hours.

MDA-MB-231

Phases CTRL QRC CRIS QRC + CRIS
Sub-G0/G1 2.437 11.733 2.985 10.800
G0/G1 54.900 45.380 47.192 33.550
S 9.987 7.970 13.112 7.355
G2/M 22.057 21.767 25.162 27.390
Hyperploids 8.100 5.680 5.785 9.185

MCF-7

Phases CTRL QRC CRIS QRC + CRIS
Sub-G0/G1 3.785 4.750 2.380 5.110
GO0/G1 31.375 36.365 30.890 39.590
S 3.800 9.015 3.775 7.890
G2/M 24.655 24.870 27.205 24.660
Hyperploids 24.420 13.280 23.330 22.760
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FIGURE CAPTIONS

FIGURE 1 Effect of quercetin and chrysin on cellular viability of MDA-MB-231 (A),
MCF-7 (B) and MCF-10A (C) cells during 24 hours of treatment by MTT assay. Cells
were seeded in 96-well plates in D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) with
10 % Fetal Bovine Serum, 2.0 g/L HEPES, penicillin (100 U/mL) and streptomycin
(100 mg/ mL) at 37°C in humidified air containing 5 % CO,. Quercetin (A) and chrysin
(B) was added at different concentrations as shown on x-axis, for 24 h and viability
by MTT assay was performed immediately after. The results are expressed as % of
the control. Values represent means + SE (n=3). *P< 0.05, **P< 0.002, compared to

the control.

FIGURE 2 Effect of quercetin and chrysin on cellular viability of MDA-MB-231 and
MCF-7 cells during 24 hours of treatment by Trypan blue exclusion assay. Cells were
seeded in 96-well plates in D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) with 10%
Fetal Bovine Serum, 2.0 g/L HEPES, penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100
mg/ mL) at 37°C in humidified air containing 5% CO,. Flavonoids were added at the
concentration of 100.0 yuM as shown on x-axis (A - MDA-MB-231 with quercetin, B -
MDA-MB-231 with chrysin, C - MCF-7 with quercetin, D - MCF-7 with chrysin), for 24
h and viability by trypan blue exclusion was performed immediately after. The results

are expressed as % of the control.

FIGURE 3 DNA content analysis of MCF-7 and MDA-MB-231 cells at the conditions
(A) MDA-MB-231 cells with DMSO 0.5 %, (B) MDA-MB-231 cells with quercetin 10.0
UM, (C) MDA-MB-231 cells with chrysin 100.0 uM, (D) MDA-MB-231 cells with

quercetin 10.0 uM and chrysin 100.0 uM, (E) MCF-7 cells with DMSO 0.5%, (F)
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MCF-7 cells with quercetin 10.0 uM, (G) MCF-7 cells with chrysin 100.0 uM and (H)
MCF-7 cells with quercetin 10.0 uM and chrysin 100.0 uM. Cells were washed with
PBS and fixed in 70 % (vol/vol) ice-cold methanol-PBS for 1 h at 4°C, after that, the
fixed cells were incubated in cell cycle solution at 37°C for 45 min and analyzed by

Flow Cytometer. Representative plots of at least 2 independent experiments.

FIGURE 4 Effect of quercetin, chrysin and their association on cell death type of
MDA-MB-231 (A) and MCF-7 (B) cells during 24 hours of treatment. Cells were
treated with 100 uM of chrysin and 10 uyM of quercetin. Then they were labeled with
Annexin V-FITC and propidium iodide and the result was analyzed by flow cytometer.
The results are expressed as mean and standard error (n = 3). *P<0.05 (One-way

ANOVA followed by Tukey's test), compared to control cells and treatments.

FIGURE 5 Effects of quercetin (QRC), chrysin (CRIS) and their association on the
levels of proteins related to cell death. The cells were exposed to the conditions:
DMSO 0.5%, quercetin 10.0 uM, chrysin 100.0 uM and quercetin 10.0 uM plus
chrysin 100.0 puM. Being (A) Pro-caspase 3 levels in MDA-MB-231, (B) Pro-caspase
7 levels in MDA-MB-231, (C) Pro-caspase 9 levels in MDA-MB-231, (D) Pro-caspase

7 levels in MCF-7, (E) Pro-caspase 9 levels in MCF-7.
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