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RESUMO

Atualmente, o céancer de mama representa a neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres. Os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs do inglés, Advanced Glycation
End-Products) tem como precursores para sua formacao os substancias glioxal, metilglioxal e
3-deoxiglicosona, obtidas exdgenamente por meio de alimentos ricos em aminoécidos e
acucares e submetidos a elevadas temperaturas, mas podem também ser gerados
endogenamente por meio da hiperglicemia persistente e em vias de alta utilizagéo de glicose,
como no metabolismo de células cancerosas. Os precursores dos AGEs séo deletérios para
células saudaveis e para células cancerigenas, por esta razao, estas células otimizam seu
sistema enzimatico de detoxificacdo destes compostos, conhecido como sistema da glioxalase,
que requer a glutationa reduzida (GSH) como cofator para acdo da primeira enzima do
sistema, a glioxalase 1 (GLO1). Os compostos bioativos dos alimentos (CBAs), como o
resveratrol, a curcumina e a piperina, tem sido associados a efeitos quimioterapicos e
quimiopreventivos e poderdo influenciar as via de formagédo e detoxificagdo dos AGEs em
células de cancer. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do resveratrol, da curcumina
e da piperina, sobre o sistema da glioxalase e a acdo destes compostos e dos precursores dos
AGEs em células de adenocarcinoma mamario humano MCF-7. Tanto o resveratrol quanto a
curcumina e a piperina reduziram a viabilidade das células MCF-7 por meio do ensaio de
MTT, gerando valores de IC50 respectivamente iguais a 131 uM, 24,5 uM , 94,5 uM, em 24
horas de tratamento e 83,9 uM, 11,4 uM e 38,3 UM em 48 horas de tratamento. Estes dados
foram confirmados pelo ensaio com azul de tripan. O metilglioxal e o glioxal geraram um
IC50, em 24 horas de tratamento, igual a 2,8 mM. Este valor aumentado pode se associar a
melhora da capacidade de detoxificacdo destes compostos pelo sistema da glioxalase na
linhagem MCF-7. A 3-deoxiglicosona ndo se demonstrou citotoxica &8 MCF-7 neste trabalho.
Ao tratar a MCF-7 com os valores de IC50 de cada CBA observamos que estes geraram um
prejuizo sobre o potencial de membrana mitocondrial, esta alteracdo pode indicar dano
mitocondrial e formacdo de espécies reaitivas do oxigénio (EROS). Ao pré-incubar as células
com os antioxidantes GSH e N-acetilcisteina (NAC), observamos que ambos geram efeitos de
protecdo a MCF-7 ao efeito citotdxico dos CBAs. Foi ainda observado que o tratamento com
0s CBAs isolados diminui a atividade da GLO1, e esta queda foi dose dependente. Quando as
células foram pré-tratadas com a GSH, a queda da enzima foi protegida nos grupos tratados
com o resveratrol e com a curcumina, mas ndo com a piperina. A curcumina também
diminuiu a expressao da GLO1. Na avaliagdo da liberacdo de lactato, produto final da via da
glioxalase, observamos que esta liberacdo foi prejudicada nos grupos tratados com os CBAs, e
podemos associar este dado ao efeito deletério dos CBAs a mitocondria da MCF-7. Na
avaliacdo da citotoxicidade na combinagdo dos CBAs a MCF-7, foi observado que o
tratamento da curcumina com resveratrol, curcumina com piperina e resveratrol com piperina
gerou um efeito sinérgico de citotoxicidade. A utilizacdo de um meio mais concentrado em
glicose ndo alterou o efeito isolado dos CBAs a MCF-7. Estes resultados obtidos em cultura
de células indicam o potencial para pesquisa clinica ao subsidiar 0 uso de agentes adjuvantes
durante a terapia de cancer de mama com CBAs.



ABSTRACT

Currently, breast cancer is the most common cancer among women. Advanced Glycation
End-Products (AGEs) has as precursors for its formation the substances glyoxal,
methylglyoxal e 3-deoxyglucosone, obtained exogenously through rich amino acids and sugar
foods subjected to elevated temperatures, but it can also be generated endogenously by
persistent hyperglycemia and high glucose utilization pathways, such as the metabolism of
cancer cells. The precursors of AGEs are harmful to healthy cells, but also for tumor cells,
and for this reason, these cells optimize their enzymatic detoxification system of these
compounds, known as glyoxalase system, which requires reduced glutathione (GSH) as a
cofactor for action of the first system enzyme, glyoxalase 1 (GLO1). The bioactive
compounds (BCs), such as resveratrol, curcumin and piperine, has been associated with
chemotherapeutic and chemopreventive effects and may influence the route of training and
detoxification of AGEs in cancers cells. The aim of this study was to evaluate the effects of
resveratrol, curcumin and piperine on the glyoxalase system and the action of these
compounds and the precursors of AGEs in human mammary adenocarcinoma cells, MCF-7.
Both curcumin and resveratrol, as piperine reduced the viability of MCF-7 cells by the MTT
assay generating IC50 values respectively equal to 131 uM, 24.5 uM and 94.5 uM, in 24
hours of treatment, and 83.9 uM , 11.4 uM and 38.3 uM in 48 hours of treatment. These data
were confirmed by trypan blue assay. Methylglyoxal and glyoxal generated, in 24 hours of
treatment, an 1C50 value equal to 2.8 mM. This increased value may be associated with the
improvement on the ability of the detoxification of theses compounds by glyoxalase system in
MCEF-7 cells. 3-deoxyglucosone did not demonstrate citotoxic effects to MCF-7 in this study.
When MCF-7 cells were treated with 1C50 values of each BCs, the mitochondrial membrane
potential decreased. This change may indicate mitochondrial damage and generating of
reactives oxygen species (ROS). By pre-incubating the cells with antioxidants as GSH and N-
acetylcysteine (NAC), we observed that both generate protective effects on MCF-7 to the
cytotoxic effect of CBs. It was also observed that treatment with isolated CBs decreases the
activity of GLO1, and this decrease was dose-dependent. When cells were pre-treated with
GSH, the decrease of the enzyme has been protected in the groups treated with resveratrol and
curcumin, but not with piperine. Curcumin also decreased the expression of GLOL. In the
assesment of the lactate formation, the final product of glyoxalase pathway, we observed and
impaired of this production in groups treated with CBs, and we may associated this data to the
deleterius effect of CBs to MCF-7’s mitochondria. When we evaluated the cytotoxicity of
CBs in combination, it was observed that treatment with resveratrol and curcumin, curcumin
and piperine, and piperine and resveratrol, generated a synergistic toxic effect. Incubation in a
more concentrated glucose medium did not alter the effect of isolated CBs on MCF-7 cells.
The results obtained in cell culture indicate the potential for clinical research to support the
use of adjuvant agents such as CBs for breast cancer therapy.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e orgdos (Instituto Nacional do
Céncer - INCA, 2014). Sua cura se torna dificil pela grande diversidade dos tumores
existentes, tanto em relacdo a sua histologia quanto as diferentes mutagdes celulares que
sofrem. As elevadas taxas de proliferacdo celular, a sua capacidade de invasdo tecidual, a
resisténcia a quimioterapia e/ou radioterapia e a metastase, sdo outros fatores que dificultam a
cura desta doenca (GREAVES & MALEY, 2012).

Dos diversos tipos de cancer, a neoplasia de mama é considerada o segundo tipo de
neoplasia mais frequente no mundo e o mais comum entre as mulheres em incidéncia,
prevaléncia e mortalidade (SERVICK, 2014; MALORNI e cols., 2006). O processo de
desenvolvimento do cancer de mama ocorre em etapas multiplas, sendo que uma série de
mutacdes génicas e alteracdes epigenéticas do tecido mamario iniciam este tipo de cancer. A
hereditariedade desta doenca se associa a aproximadamente 10% a 15% em todos 0s casos,
demonstrando que a maior parte dos casos de cancer de mama sdo gerados por fatores
extrinsecos (CIPOLLINI e cols., 2004; PAN e cols., 2015).

A carcinogénese envolve uma sequéncia de transformacdes celulares, como mutagdes
génicas, amplificacdes, delecdes e translocacbes em genes que codificam proteinas associadas
ao ciclo celular, apoptose e proliferacdo celular, conhecidos como oncogenes. Estas alteraces
irdo desencadear desvios em vias de sinalizacdo, comprometendo o0 processo de apoptose
induzida e levando ao descontrole da proliferacdo celular, que quando associado a ativagdo
dos mecanismos de escape imunoldgico, manifestam o crescimento tumoral (YOSHIOKA e
cols., 2015).

Entre as diversas vias metabdlicas que englobam as pesquisas basicas com cancer,
cita-se a via de formacdo e eliminacdo dos produtos finas da glicacdo avancada (AGEs, do
inglés, Advanced Glycation End-Products). Estes metabolitos, extremamente tdxicos para
células saudaveis e, recentemente, para as células cancerosas (TAKINO, 2010;
ANTOGNELLI, 2013), sdo gerados no estresse oxidativo e em vias metabdlicas que
requerem alta utilizacdo de glicose, e podem ser um novo alvo quimioterapico quando seu
sistema de detoxificacdo é prejudicado por algumas substancias (LOARCA e cols., 2013;
TANIGUCHI e cols., 2012).
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Os compostos bioativos dos alimentos (CBAs) sdo metabdlitos secundarios presentes
em plantas e considerados ingredientes ndo nutricionais, porém responsaveis por diversas
acOes benéficas para saude humana, uma vez que demonstram atividades anti-inflamatorias,
antibidticas, quimiopreventivas e quimioterapéuticas, antioxidantes, entre outros, estando
envolvidos na reducgdo do risco e controle das doencas crbnicas ndo transmissiveis, como o
cancer (PAN e cols., 2015).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GENETICOS E AMBIENTAIS ASSOCIADOS AO CANCER DE MAMA

O céncer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em todo o mundo,
tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. No Brasil, as taxas de
mortalidade por cancer de mama sdo ainda muito elevadas, estando este entre as neoplasias
malignas mais frequentes nas mulheres (INCA, 2014). Segundo INCA (2014), a estimativa de
incidéncia desta neoplasia maligna na regido Sudeste do Brasil foi de 300 mil casos, e, para o
pais, cerca de 60 mil novos casos de cancer de mama no ano de 2014. Ainda no Brasil, cerca
de 10.000 ébitos, por ano, sao registrados em razdo desta doenca.

A transformacdo maligna da célula mamaria normal € um processo que ocorre em
varias etapas e envolve mudangas na expressdo e atividade de diferentes genes e proteinas.
Estes eventos celulares sdo geralmente mutuos e exclusivos, e sdo regulados por mecanismos
genéticos especificos, controlados pela acdo sequencial e cooperativa de fatores de
transcricdo. A frequéncia aumentada do cancer de mama no sexo feminino, em relacdo ao
sexo masculino, € entendida pela presenca dos horménios sexuais femininos. Desde a
menarca até a menopausa, a mulher sofre a influéncia do estrogénio e da progesterona sobre
as células da mama, Utero e ovarios. O estrogénio é um regulador do crescimento e
diferenciacdo das células epiteliais da glandula mamaria normal e tem um papel critico no
desenvolvimento da transformacao maligna (ZIEGLER e cols., 1993; PEREOU e cols., 2000;
MESTER & REDEUILH, 2008).

Desta forma, os tumores de mama podem ser estimulados por estrogénio, por
possuirem receptores de estrogénio na superficie de suas células e dependerem deste
horménio para seu crescimento, como também, as células de cancer mamario podem possuir
receptores de progesterona e serem estimuladas por este hormoénio. Aproximadamente 75%
dos tumores de mama sdo estrogénio positivo e destes, estima-se que 65% sdo ainda
progesterona positivo, dependendo também da progesterona para crescer (HARMER, 2008).

Nenhum mecanismo isolado é conhecido como responsavel pelo aumento do risco do
desenvolvimento da doenca. A idade é considerada o principal fator de risco para o cancer de
mama. Em geral, as taxas de incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos e,
posteriormente, esse aumento ocorre de forma mais lenta. O fumo, o consumo de bebidas

alcoolicas, a histdria familiar de cancer da mama, a alta densidade do tecido mamario (razéo
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entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama), fatores relacionados a vida reprodutiva
da mulher (menarca precoce, multiparidade, idade da primeira gestagéo a termo acima dos 30
anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposi¢cdo hormonal) e os fatores
dietéticos tais como a ingestdo calorica, o consumo de frutas e hortalicas e a qualidade da
dieta, estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento da carcinogénese mamaria
(DUFFY, 2013; INCA, 2015; HANF & HANF, 2014). Estudos observacionais sugerem que a
exposicdo ambiental a substancias quimicas toxicas, a dieta e o estilo de vida, podem
contribuir para a causa e progressao do cancer de mama, alterando a epigenética normal e a
sinalizacdo enddcrina (VANDEN, 2012; JENKINS e cols., 2012).

A escolha para o tratamento do cancer de mama estara relacionada ao estaddio da
doenca, as caracteristicas bioldgicas do tumor e a individualidade do paciente. Neste sentido,
leva-se em consideracdo o status menopausal, a idade, comorbidades e preferéncias. Se
diagnosticado no inicio, o tratamento terd maior poder curativo. Este podera ser local, quando
se opta pela cirurgia e radioterapia; ou sistémico, quando ha necessidade de quimioterapia,
hormonioterapia e terapia biolégica. Nos casos de metastases, o tratamento tem como objetivo

prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade de vida (INCA, 2015).

2.2 AS ETAPAS DA CARCINOGENESE

Como unidade béasica de todos os organismos em sistemas bioldgicos, a célula tem seu
crescimento controlado por uma série de mecanismos homeostaticos que vao determinar o
equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular. Este equilibrio é coordenado pela acéo de
diversos genes em resposta a estimulos intrinsecos e extrinsecos (FREITAS e cols., 2010).

A carcinogénese € entendida pela sequéncia de eventos, como mudancas genéticas e
epigenéticas, em niveis morfologicos, celulares e moleculares, que leva a transformacdo de
uma célula normal em uma célula neoplésica. Costuma ser dividida em trés estagios
principais: a iniciacdo, a propagacdo e a progressdo (Figura 1) (RYAN, 2009; VINCENT &
GATENBY, 2008).
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Figura 1. As etapas epigenéticas da carcinogénese (Adaptado de RYAN, 2009).

A iniciacdo é caracterizada por alteracdes genéticas que ocorrem a partir da exposicao
a agentes mutagénicos fisicos, como a luz ultravioleta e as radiacdes ionizantes; biologicos,
como alguns virus; ou quimicos, como hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos e
nitrosaminas. Estes agentes poderdo promover alteracGes na composicao e na estrutura basica
da dupla fita do &cido desoxirribonucleico (DNA), gerando mutacdes possiveis de serem
revertidas por meio da atuacdo de genes supressores de tumores. Contudo, a exposi¢éo
repetitiva aos carcinégenos é o que levara ao desenvolvimento de tumores malignos
(STRATTON, 2011).

Células mutadas demonstram uma adaptacdo diferente ao seu microambiente com
consequentes vantagens seletivas no seu crescimento quando comparadas as células normais,
mesmo assim, apresentam um fendtipo idéntico as células que ndo passaram pelo processo de
iniciacdo. Alguns mecanismos celulares poderdo reverter este processo inicial da
carcinogénese, sao eles: detoxificacdo de carcindgenos, reparo do DNA, por meio de genes
supressores de tumores e eliminacdo das células que tenham o DNA modificado, por meio de
apoptose celular. Para que a inicia¢do ocorra, é necessario que haja ndo sé a modificacdo do
DNA, mas também a sua replicacdo e a proliferacdo celular, de modo que o dano ao DNA
inicial possa se fixar nas geracoes celulares seguintes (STRATTON, 2011; LIU & ROBINS,
2006).

Durante a propagacéo, as células que sofrerdo a iniciacdo comegam a se multiplicar

gerando as lesbes pre-neoplasicas, como a displasia e anaplasia, por meio de estimulos
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promotores. Este evento é seguido pela expansdo clonal destes grupos celulares, caracterizada
pela replicacdo celular, levando a um acimulo de mutagdes, com alteracfes genéticas e
epigenéticas (GREAVES & MALEY, 2012; VINCENT & GATENBY, 2008).

A etapa seguinte é caracterizada por alterages moleculares adicionais, pelo aumento
da massa tumoral priméria, desprendimento de células do tumor, movimento na direcdo de
tecidos e 6rgdos adjacentes e penetracdo de células neoplésicas individuais ou pequenos
agrupamentos das mesmas no sistema circulatorio, com seu transporte e aprisionamento em
Orgdos e tecidos distantes. Tais grupos de células tendem a ficar retidos e costumam fixar-se
em novos locais, continuando a crescer e levando a formacgdo de tumores secundarios, em um
processo conhecido como metéastase (FREITAS e cols.,, 2010). Em geral, nos estagios
avancados de desenvolvimento tumoral, as células transformadas apresentam uma série de
alteracbes génicas que as tornam altamente invasivas e resistentes a medicamentos

antitumorais, dificultando, em alguns casos, o sucesso do tratamento (GRAVITZ, 2011).

2.2.1 Modelo de células de cancer estudada nesta tese

A alta incidéncia de casos, bem como o elevado nimero de mortes, mostra a
importancia da melhor compreensdo dos mecanismos relacionados ao cancer de mama. O
estudo do cancer de mama, assim como de outros tipos de céncer, reconhece que estas
patologias apresentam alta heterogeneidade no que refere aos tipos celulares e suas origens no
interior dos tecidos (KREEGER & LAUFFENBURGUER, 2010).

Entre os modelos existentes para pesquisa do cancer de mama podemos citar 0s
ensaios clinicos com humanos, 0s modelos de pesquisa de atividade antitumoral in vivo, com
a utilizacdo dos modelos murinos, as técnicas de implantacdo de tumores em animais por
meio dos modelos xenograficos, e, finalmente, os modelos in vitro, nos estudos com culturas
de células. Entre as linhagens celulares utilizadas para o estudo do cancer de mama, cita-se:
HS-578T (carcinoma), MDA-MB-231 (adenocarcinoma), MDA-MB-435 (adenocarcinoma),
MX-1 (carcinoma) e MCF-7, linhagem escolhida para o desenvolvimento desta tese, além de
outras. A MCF-7 vem sendo utilizada desde 1970, quando retirada de uma efusédo pleural de
uma paciente com adenocarcinoma mamario. Desde entdo, estas ceélulas tornaram-se um
modelo de estudo de cancer de mama de resposta hormonal, estrogénio positivo, e aparecem

em diversos estudos experimentais que objetivam entender os mecanismos moleculares
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envolvidos no desenvolvimento do céancer de mama (SIMSTEIN e cols., 2003,
MARKAVERICH e cols., 2011).

2.3 0S PRODUTOS FINAIS DE GLICACAO AVANCADA (AGES)

Os AGEs sdo um grupo complexo e heterogéneo de compostos que tém sido
associados com as complicacdes de diversas doencas cronicas nao transmissiveis tais como a
Diabetes Mellitus (DM) (BROWNLEE, 2005), doencgas neuroldgicas como a doenca de
Alzheimer (KUHLA e cols., 2014), obesidade (GAENS e cols.; 2013), doencas renais (JAN e
cols., 2005), assim como com o cancer (TAKINO, 2010). Os AGEs se envolvem em diversos
mecanismos bioquimicos que explicam como a hiperglicemia cronica se associa aos danos
celulares e teciduais observados em algumas condicdes clinicas. Estes produtos constituem
grande variedade de substancias formadas a partir de interagcdes amino carbonilo, de natureza
ndo-enzimatica, entre agucares redutores ou lipideos oxidados e proteinas, aminofosfolipideos
ou &cidos nucléicos (BROWNLEE, 2001; SHANGARI e cols., 2004; BROWNLEE, 2005;
THORNALLEY, 2005).

2.3.1 Formacdo enddgena e exogena dos AGEs e sua relagdo com o metabolismo

energético

A formacdo dos AGEs é um processo quimico pouco conhecido, mas entende-se que
existem mecanismos enddgenos e exdgenos para a geracdo destes produtos. Acucares
reduzidos, como a glicose, reagem ndo enzimaticamente com grupos amino de proteinas,
lipideos e acidos nucléicos por meio de uma série de reacdes que formam bases de Shiff,
seguida da formacdo de produtos de Amadori e consequente producdo de AGEs, conforme
pode ser visualizado na figura 2. Este processo, conhecido por reagcdo de Maillard foi descrito
em 1912, quando se percebeu que alimentos proteicos quando aquecidos e associados a
presenca de acucares reduzidos, resultavam em uma coloracdo marrom amarelada
(BROWNLEE, 2001; THORNALLEY, 2005).
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Figura 2. Formacdo dos AGEs por meio da Reacdo de Maillard (Adaptado de
SHANGARI e O’BRIEN, 2004).

O preparo de alimentos que contenham carboidratos e aminoacidos, tais como massas
de pdes, biscoitos, bolos, ou ainda carnes, entre outros, a elevadas temperaturas (130°C ou
superior), por um periodo entre 20 a 50 minutos, por meio das técnicas de assar, grelhar e
cozer, é a principal fonte dietética dos AGEs. Este processo € dependente do tempo e da
temperatura em que os alimentos sdo aquecidos, bem como da composi¢do quimica dos
mesmos (BROWNLEE, 2001). Em humanos, uma unica refeicdo com alto teor de AGEs leva
a um aumento significativo de AGEs séricos quando comparado a uma refeicdo com baixos
teores de AGEs. De todos os AGEs ingeridos, cerca de 10% deste total é absorvido, e dois
tercos desta fragdo absorvida é retida no nosso organismo (KOSCHINSKY e cols., 1997). O
epitélio intestinal absorve os derivados primarios (produtos de Amadori), assim como AGES

intermediarios e tardios (FINOT, 2005). Mono, di ou tripeptideos modificados por AGEs
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podem ser facilmente transportados por meio da parede intestinal levando consigo um ou mais
produtos de glicagdo. A presenca, na maioria dos alimentos industrializados, de dois produtos
derivados da formacdo dos AGEs, como o metilglioxal (MGO) e a N-carboximetilisina,
permitiu os estudos que confirmam a relacdo destas substancias a atividades toxicas em
sistemas de multiplas finalidades (CAl e cols., 2002; VLASSARA & URIBARRI, 2004; LI e
cols., 2005; COURTEN e cols., 2015).

Na quantificacdo comparativa do contedo de AGEs em 250 alimentos comumente
consumidos, Goldberg e cols. (2004), mostraram que a coc¢do a elevadas temperaturas, como
durante a execucdo de técnicas dietéticas tais como assar, grelhar, fritar e cozer, aumentou
significativamente o teor de AGEs nos alimentos. O cozimento dos alimentos a temperaturas
mais baixas, por curto periodo de tempo e com maior quantidade de dgua (fervura ou vapor),
se associou a um menor aumento de AGEs nas preparagdes.

Wang e Chang (2010), mostraram que o consumo excessivo de qualquer tipo de café
pode trazer riscos associados a doenca cardiovascular e a DM, em razdo do consumo
aumentado de MGO exo6geno, o principal precursor para formacgdo dos AGEs.

Endogenamente, os AGEs também poderdo ser gerados por meio da reacdo de
Maillard, que ocorre em situagdes de hiperglicemia persistente, tal como no DM. A
hemoglobina glicada e a frutosamina sdo exemplos de produtos de Amadori, e podem ser
utilizados como marcadores bioquimicos que se associam aos danos gerados pelos AGEs,
nestas condi¢cdes (SHANGARI & O'BRIEN, 2004).

Outra via de formacdo enddgena dos AGEs seria durante a alta utilizacdo de glicose
pelas células em condi¢cdes metabdlicas anormais. Células de céncer apresentam elevada
utilizacdo de glicose. Uma alta taxa glicolitica, resultando numa elevada taxa de formacéo de
lactato, é essencial para a proliferacdo e metastase das células tumorais. Apesar de Warburg e
cols. (1927) terem associado a alta taxa glicolitica a disfuncdo mitocondrial das células
tumorais, sabe-se que mitocéndrias de tumores sdo funcionais e que 0 maquinario oxidativo
ativo € necessario para producdo de ATP e outros compostos que suportam a elevada taxa de
proliferacdo celular.

Existem quatro complexos protéicos na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
estes sdo chamados complexo I, 11, 11l e 1V. A oxidacdo de compostos organicos propicia a
formagéo de dinucleotideo de flavina e adenina (FADH,) e dinucleotideo de nicotinamida e
adenina (NADH). O principal doador de elétron é o NADH, que doa elétrons para o complexo

I. O outro doador de elétrons, gerado pelo ciclo de Krebs, é 0 FADH,, formado pela succinato
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desidrogenase, que doara elétrons para o complexo Il. Os elétrons destes complexos passarao
para a coenzima Q, e apds, transferidos para o complexo Ill, citocromo-c e complexo 1V,
sendo o oxigénio molecular o aceptor final de elétrons (SMITH e cols., 2012).

O transporte de elétrons ocorre do menor potencial para 0 maior potencial de reducao
e muito da energia do transporte de elétrons € usada para bombear prétons através da
membrana. Nos complexos I, Il e IV h& liberagdo de energia que é utilizada para o transporte
de prétons. Isto gera uma diferenca de potencial eletroquimico entre 0 espaco intermembrana
e a matriz mitocondrial. A energia deste gradiente de voltagem leva a sintese de ATP pela
ATP-sintase, quando o0s prétons retornam do espaco intermembrana para a matriz
mitocondrial (SMITH e cols., 2012).

O drastico aumento da glicolise em células de cancer tem por consequéncia 0 aumento
na producdo de piruvato, 0 que ocasiona um aumento da oxidacdo do acetil-Coenzima A
(Acetil CoA) no ciclo de Krebs, levando a um aumento do potencial de membrana
mitocondrial (CHEN e cols., 2015). Quando esta diferenca atinge um ponto critico, ocorre um
fluxo reverso para a coenzima e desta para 0 O, gerando superdxido, um radical livre, muito
reativo, conforme observado na figura 3 (BROWNLEE e cols., 2005).
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Figura 3. Producdo de superoxido pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial
(Adaptado de BROWNLEE e cols., 2005).



30

A enzima superdxido dismutase transforma o superdxido em perdxido de hidrogénio

(H20,). O H,0, pode ser transformado em agua pela catalase e pela glutationa peroxidase;

contudo o H,O, e 0 O, pela reacdo de Haber-Wales formam o radical hidroxil, e 0 H,O;

pela reacdo de Fenton também forma o mesmo radical. O grande aumento do radical

hidroxil ocasiona quebra do DNA com consequente ativa¢do da enzima poli (ADP) ribose

polimerase. Como pode ser observado na figura 4, a enzima poli (ADP) ribose polimerase

inibe a enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, enzima atuante na via glicolitica, o

que ocasiona um grande aumento da via do poliol, da hexosamina, ativacdo da proteina

quinase C (PKC) e da formacdo de AGEs, portanto o aumento do estresse oxidativo em

razdo da alta utilizacdo da via glicolitica, seria o responsavel pela ativacdo destas quatro

vias e, consequentemente, formacao endogena de AGEs (BROWNLEE e cols., 2005).
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O aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de

cancer em comparagdo as células normais, gera um impacto significativo sobre a
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tumorigénese e sobre a reprogramacdo metabdlica destes tecidos (KOPPENOL e cols.,
2011).

Desta forma, entende-se que os AGEs poderdo ser formados, endogenamente, em
situacOes de hiperglicemia persistente, como no caso do DM (figura 2), onde agucares livres
irdo ligar-se a aminodcidos e, por meio da reacdo de Maillard, gerar os AGEs, causando
danos oxidativos e disfungdo de proteinas plasmaéticas, ativando os receptores para AGEs.
Ainda endogenamente, os AGEs serdo gerados em células que demandam uma alta
utilizacdo de glicose, como as células tumorais, onde, por meio da via glicolitica (figura 4),
haverd a geracdo dos AGEs e seus precursores, ndo havendo, neste caso, relagdo com a
hiperglicemia (BROWNLEE e cols., 2005).

2.3.2 Os precursores dos AGEs

Durante a reacdo de Maillard, alguns produtos intermediarios sdo formados. Estes sdo
conhecidos como a-dicarbonilas ou a-oxaldeidos e incluem compostos como o glioxal (GO),
0 MGO e a 3-deoxiglicosona (3-DG). Entre eles, 0 MGO &, provavelmente, 0 precursor mais
importante para formagdo dos AGEs (KIM e cols., 2008). Numerosos estudos tém indicado
que a toxicidade da glicose tem por consequéncia o aumento na formagdo de a-oxaldeidos,
como o0 GO e 0 MGO (RABBANI & THORNALLEY, 2008; SCHMIDT e cols., 2010;
HANSEN e cols., 2012; LEE & CHANG, 2014).

2.3.2.1 Metilglioxal

Entre as principais substancias utilizadas em modelos experimentais que reportam a agédo
dos AGEs sobre as células de cancer, citamos o0 MGO (figura 5), um metabdlito fisiologico
com propriedades importantes sobre a inibicdo do crescimento celular (VAN HENST e cols.,
2005; CHIAVARINA e cols., 2014; ALLAM e cols., 2015). Formado pelo processo de
caramelizacdo dos alimentos, também conhecido como Reacdo de Maillard, alimentos como
queijos, carnes fritas e assadas, biscoitos, pées, bolos, azeite de oliva e manteigas sdo algumas
fontes exdgenas deste metabdlito (GOLDBERG e cols. 2004).

O MGO ¢ um a-oxoaldeido de cor castanha e odor pungente, altamente reativo, sendo
produzido in vivo por quatro vias enzimaticas diferentes: (a) a partir de triose-fosfatos

(gliceraldeido-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato) interconvertidas por isomerases; (b)
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oxidagdo de acetona, um dos corpos cetonicos, catalisado pelo citocromo P450; (c)
degradacdo de aminoacidos por amino-oxidases; e (d) oxidacdo de acetoacetato mediada pela
mieloperoxidase. Algumas vias ndo enzimaticas a partir da glicose, triose-fosfatos,
acetoacetato, succinilacetona e aminoacetona, também se mostraram como produtores de
MGO nas células, em trabalhos in vitro (KALAPQOS, 1999; THORNALLEY, 2005; NEMET
e cols., 2006).

Figura 5. Estrutura quimica do metilglioxal.

Entre as fontes exdgenas de metilglioxal cita-se a atmosfera urbana, a fumaca de cigarro,
as bebidas, bem como produtos alimentares derivados de aclcares e Oleos, podendo ser
produzido no processo de cozimento ou de longa estocagem (NEMET e cols., 2006).

Mesmo sendo normalmente degradado por glioxalases, aldeido-oxidases e outras enzimas,
0 MGO sofre adi¢bes nucleofilicas e promove agregacGes de proteinas gerando efeitos
bioldgicos nocivos que se associam ao DM, a doenca de Alzheimer, e outras doencas cronicas
ndo transmissiveis. Sua concentracdo também estd aumentada em condi¢des caracterizadas
por hiperglicemia e estresse oxidativo, sendo considerado tipico na obesidade (GAENS e
cols., 2013).

O MGO promove eventos citotoxicos associados ao crescimento celular, disfuncao
mitocondrial, apoptose e necrose, modificando proteinas celulares e acidos nucleicos. Por esta
razdo, também tem sido associado a a¢fes quimioterapicas em diferentes modelos de pesquisa
(ABE e cols., 2004; TAKINO e cols., 2010; GHOSH e cols., 2011; ANTOGNELLI e cols.,
2013).
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2.3.2.2 Glioxal

O GO (figura 6) € considerado o composto dialdeidico mais simples presente em
alimentos, podendo ser gerado pelos processos de fermentacdo, cozimento e fritura, estando

presente em torradas, ‘“ketchup”, molhos de soja ¢ manteigas (DEGEN e cols., 2012).

0

H

Figura 6. Estrutura quimica do glioxal.

Endogenamente pode ser produzido a partir de aclcares por reacbes de oxidacdo diretas
ou por reacdes de Maillard e produtos de Amadori. Pode ainda ser produzido a partir da
lipoperoxidacdo ndo enzimatica de &cidos graxos poli-insaturados, a qual gera peroxidos
intermediérios que se degradam para produzir uma variedade de produtos oxidados, inclusive
0 GO. Suas vias de consumo sdo semelhantes as vias de consumo do MGO, através das
enzimas do sistema da glioxalase (VISTOLI, 2013).

A concentracdo de glioxal no soro esta na faixa de 0,05-0,08 mg/L e de 12 +- 0,5 mg/L
no plasma de individuos saudaveis, mas atinge 0,19-0,33 mg/L no soro, 22,6 +- 3 mg/L no
plasma e 0,18-0,40 mg/L na urina de pacientes diabéticos (LAPOLLA, 2005).

2.3.3 Efeito dos AGEs

A producéo intracelular de precursores dos AGEs geram algumas consequéncias
deletérias em células normais e tumorais: nas células endoteliais, modificam proteinas
intracelulares, como proteinas envolvidas na regulacdo da transcricdo génica; 0s precursores
dos AGEs também podem difundir para o exterior da célula e modificar matrizes
extracelulares proximas, alterando a sinalizagdo entre a matriz e a célula e, assim, causando
disfuncéo celular; e também modificam proteinas circulantes na corrente sanguinea como a
albumina. A modificacdo destas proteinas circulantes, pode ligar a receptores de AGEs e

ativa-los, causando assim, a producdo de citocinas inflamatorias e liberacdo de fatores de
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crescimento, 0 que provocaria patologias vasculares e poderia associar-se a alteracdes na
sinalizac&o celular e indugdo de tumores (SHANGARI e cols., 2004).

Os efeitos patoldgicos dos AGEs estdo relacionados a capacidade destes compostos de
modificar as propriedades quimicas e funcionais das mais diversas estruturas bioldgicas. Por
meio da geracdo de radicais livres, da formacdo de ligacdes cruzadas com proteinas ou de
interagOes com receptores celulares, os AGEs promovem, respectivamente, estresse oxidativo,
alteracdes morfofuncionais e aumento da expressao de mediadores inflamatérios. A
contribuicdo dos AGEs para o desenvolvimento de tumores malignos encontra-se bastante
evidenciada na literatura (ABE e cols., 2004; KIM e cols., 2008; TAKINO e cols., 2010;
NEDIC e cols., 2013; PAN e cols., 2014; OJIMA e cols., 2014).

Nos ultimos anos, alguns estudos tém mostrado o efeito dos precursores dos AGEs,
MGO e GO, como possiveis agentes quimioterapicos e indutores de morte celular de células
cancerosas de pele, pulmdo, prostata, sarcomas, mama, entre outras (ABE e cols., 2004;
TAKINO e cols., 2010; GHOSH e cols., 2011; ANTOGNELLI e cols., 2013; NASS e cols.,
2014).

2.4 O SISTEMA DA GLIOXALASE COMO VIA DE DETOXIFICACAO DOS AGES

O MGO e o GO, precursores dos AGEs, quando em quantidades toleraveis,
apresentam um sistema de detoxificacdo dependente de glutationa reduzida (GSH), conhecido
como sistema da glioxalase (figura 7), composto por duas enzimas principais, a glioxalase 1
(GLOL1) e a glioxalase 2 (GLO2). Presente no citosol de todas as células de mamiferos, o
sistema da glioxalase parece estar envolvido em processos associados ao envelhecimento e
morte celular. O sistema das redutases é menos importante na detoxificacdo dos glioxais, este
sistema inclui a aldeido redutase e a carbonil redutase (THORNALLEY, 1999). Estudos
recentes tém revelado a associacdo do sistema da glioxalase com mecanismos patoldgicos,
particularmente, complicacBes de doencas crénicas ndo transmissiveis e do estresse oxidativo
(MORE e cols., 2013; KURZ e cols., 2011). O desenvolvimento de inibidores das enzimas
que compde este sistema aparece como alvo terapéutico para a quimioterapia em celulas de
cancer (LEE & CHANG, 2014).

A GLO1 catalisa a conversdo do MGO citotdxico ao ndo toxico hemitioacetal,
utilizando a GSH como cofator (MORCOS e cols., 2008). A GLO1 possui um importante
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papel na sobrevivéncia e proliferacdo de células tumorais, sendo atualmente considerada um
alvo em potencial na terapia anticancer (HOSODA e cols., 2014). Cheng e cols. (2012)
mostraram que a expressao aumentada da GLOL no cancer gastrico estaria associada com o

crescimento e proliferacdo celular das células cancerosas.
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Figura 7. Sistema da Glioxalase (Adaptado de THORNALLEY, 2005).

O actimulo de MGO bem como o dano ao DNA é aumentado em células tumorais com
altas taxas metabdlicas, desta forma o aumento da expressdo da GLO1 em diversos tipos de
tumores resulta na reducdo dos danos citotoxicos do MGO e da apoptose celular. A alta
expressao e atividade da GLOL1 estdo associadas a rapida proliferacdo celular, enquanto que a
deficiéncia na atividade e expressdo da mesma enzima esta associada com o aumento dos
niveis de AGEs intracelular e danos a célula (THORNALLEY e cols., 2011; SANTARIUS e
cols., 2010).

O sistema da glioxalase protege as células do efeito toxico acumulativo gerado pelo
excesso de MGO e GO e posterior conversdo aos AGEs, convertendo-os em D-lactato. O
aumento da expressdo da GLO1 ocorre em alguns tipos de tumores como no cancer de mama,
ovario (RULLI e cols., 2001; SMITH-BECKERMAN e cols., 2005), cancer de prostata
(DAVIDSON e cols., 1999) e melanoma (BAIR e cols., 2010). A inibig&o da enzima, por sua
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vez, mostra-se como um potente alvo de a¢do aos quimioterdpicos. Warner e cols. (2010)
mostraram, pela primeira vez, que a expressao génica da GLO1 é aumentada em tecido de
melanoma metastatico. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que o0 prejuizo na expressao da
GLO1 se associa ao aumento da citotoxicidade induzida pelo acimulo de MGO neste modelo
de pesquisa.

Os efeitos citotoxicos do GO e do MGO nas celulas e tecidos ocorrem na maioria das
vezes por meio da inducdo de EROs (LORETO e cols., 2004). Sob condicdes de estresse
oxidativo, como na situacdo de alta utilizacdo de glicose em células tumorais, onde citocinas
estdo sendo liberadas, os niveis de GSH diminuem e isto prejudica a detoxificagdo do GO e
MGO por meio do sistema da glioxalase (SHANGARI e cols., 2004).

2.4.1 A Glutationa Reduzida (GSH) e o Sistema da Glioxalase

A GSH é um tripeptideo, contendo cisteina e representa o tiol ndo proteico mais
abundante nas células dos mamiferos. Sendo um conhecido antioxidante, é encontrada na
maioria das células e amplamente utilizada em pesquisas com a finalidade de avaliar o estado
redox em sistemas bioldgicos, investigando sua concentracdo e atividade das enzimas que
utilizam a glutationa como cofator (SMITH e cols., 2012). A GSH faz parte do sistema da
glioxalase atuando como cofator da GLOL, na primeira etapa da reacdo (THORNALLEY,
1999). O ndcleo do residuo cistenilglicina da glutationa esta envolvido na sua fun¢do como
antioxidante, mais especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo,
de reagir com um elétron ndo pareado de um radical livre, formando um radical GSe, que
produz, por dimerizacdo, a glutationa oxidada (GSSG). A GSSG ¢, entdo, reduzida pela
glutationa redutase, regenerando a GSH, num processo as custas do NADPH. A glutationa
redutase, que regenera a GSH, tem o NADPH como substrato (SMITH e cols., 2012).

VariagBes nos niveis de GSH afetam diretamente a sintese de proteinas e de DNA,
sendo assim, a oxidacdo ou deplecdo de GSH pode diminuir a sintese proteica. A GSH pode
ser consumida muito rapidamente em situacfes de estresse oxidativo muito intenso,
permanecendo na forma oxidada e ndo sendo novamente reduzida (AQUILANO e cols.,
2014).
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2.4.2 A N-acetilcisteina (NAC) e o Sistema da Glioxalase

A N-acetilcisteina (NAC) €é um antioxidante ndo enzimatico que age,
principalmente, bloqueando a cadeia de peroxidacdo lipidica, eliminando oxigénio ou
quelando ions metalicos (THORNALLEY, 1999; KUMAR e cols., 2014). Como precursor
sintético da cisteina e de glutationa, a NAC € considerada um antioxidante que aumenta as
concentracdes intracelulares de GSH, uma das principais defesas contra o0 estresse
oxidativo, e tem sido utilizada terapeuticamente em varias desordens relacionadas com
estresse oxidativo. A NAC promove a sintese da GSH aumentando a disponibilidade de
cisteina, elevando assim os niveis de gama-glutamil-cisteina-sintetase, enzima limitante
sobre a rota de formacdo de GSH (KUMAR e cols., 2014).

A cisteina é um aminoacido ocasionalmente essencial para os seres humanos por que
podemos sintetiza-lo. Porém, esta sintese ocorre de maneira limitada e algumas vezes
insuficiente para 0 nosso organismo. Muitos pesquisadores demonstram que a
suplementacdo de cisteina atua com efeitos positivos (GOMEZ e cols.,, 2015;
KANIKARLA-MARIE & JAIN, 2014).

O uso de NAC resulta em uma série de acdes promotoras de salde em diferentes
sistemas celulares. Loreto e cols. (2004) mostraram que culturas de neurdnios expostas a
100 uM de MGO por 24 horas na presenca de 10 mM de NAC néo apresentaram os efeitos
deletérios observados nas culturas de neurdnios incubadas com MGO na auséncia de NAC.
Schmidt e cols. (2010), incubaram cértex cerebral de ratos Wistar com 1 mM de NAC
durante 1 hora reduzindo assim os efeitos deletérios do GO associados ao metabolismo de

amino&cidos.

25 COMPOSTOS BIOATIVOS EM ALIMENTOS NA MODULACAO DA
CARCINOGENESE: ENFASE NO RESVERATROL, NA CURCUMINA E NA PIPERINA.

A quimioterapia pode ser a primeira modalidade no tratamento de um tumor primario
de mama de grande porte (acima de trés centimetros), com avango local (HARMER, 2008).
Em geral, a quimioterapia é realizada por meio da combinacdo de drogas, pois as células
cancerosas sdo sensiveis a determinados medicamentos em diferentes fases do ciclo celular,
como na divisdo celular e na reproducdo celular. A quimioterapia se associa a inimeros

efeitos colaterais uma vez que as drogas ndo distinguem células saudaveis de células de
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cancer, agindo, desta forma, em células da medula 0ssea, trato gastrointestinal, pele, dentre
outros. Esta opgdo de tratamento ndo melhora a sobrevida do paciente, mas permite que o
tumor ndo progrida, possivelmente resultando em cirurgia de conservacdo da mama, uma
forma segura e eficaz para melhorar a qualidade de vida da mulher (STEBBING & GAYA,
2001).

Diversos mecanismos epigenéticos distintos podem interagir mutuamente com a
sinalizacdo hormonal, regulando a expressdo génica, levando a mudancas geneéticas. A
regulacdo de eventos epigenéticos podem contribuir para iniciacdo e promocgdo da
carcinogénese e a malignidade do fenotipo. Estes eventos implicam ainda em processos
neoplésicos conduzidos por hormonios (STRATTON, 2011; GREAVES & MALEY, 2012).
Polifenois dietéticos podem influenciar a expressdo génica e modular processos epigenéticos,
tais como, metilacdo de DNA, modificacdo de histonas e alteragdes no acido ribonucleico
(RNA) mensageiro (VANDEN, 2012).

Desta forma, entre as alternativas de complemento ao tratamento quimioterapico,
otimizacdo de sua acao e prevencao do cancer, estdo os CBAs. Béliveau & Gingras (2007),
descreveram que entre os casos de cancer relacionados a fatores ambientais, a dieta
inadequada contribui com cerca de 30%, seguida pelo tabaco, contribuindo com os mesmos
30%. Os fatores genéticos contribuiriam com 15% e outros fatores de risco, tais como
poluentes e exposicdo a radiagdo ultravioleta (UV), pela parcela menor. Este dado mostra que
0s componentes dietéticos, no que se refere aos alimentos ultra processados, ricos em
gorduras saturadas, sédio, conservantes e aglcares, podem se correlacionar diretamente ao
desenvolvimento de cancer e de outras doencas crbnicas ndo transmissiveis. No entanto, a
modulacdo de mecanismos bioquimicos por CBAs, vem sendo muito referenciada na
literatura como um dos possiveis métodos de prevencao e tratamento de tumores (PATEL e
cols., 2009; VAN POPPE e cols., 2011; GONCALVES e cols., 2011; KOZLOWSKA &
SZOSTAK-WEGIEREK, 2014; WEAVER, 2014).

Os fitoquimicos quimiopreventivos sdo encontrados em diversos alimentos e séo
compostos pertencentes a diferentes classes estruturais (Figura 8) (SURH, 2003). Podem ser
divididos em dois grandes grupos: proteinas antimicrobianas e compostos ndo protéicos,
como alcaldides, quinonas, Oleos essenciais, polifendis e terpenos (SAMY &
GOPALAKRISHNAKONE, 2010).
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Figura 8. Alimentos funcionais quimiopreventivos e seus compostos bioativos (Adaptado
de SURH, 2003).

A enorme diversidade de fun¢Bes quimicas encontradas em compostos naturais pode
proporcionar uma nova geracdo de drogas para a prevencdo e tratamento de alguns canceres
(AZMI e cols., 2006). Entre os efeitos dos CBAs ja demonstrados por meio de estudos
experimentais é possivel citar: atividade antioxidante, detoxificante e de reparacdo de DNA
que impedem a iniciacdo de tumores (HUQ e cols., 2014; MALHOTRA e cols., 2014);
imunomodulacédo, sinalizacdo e atividades anti-proliferativas que impedem a promocdo do
carcindgeno (RAGHU e cols., 2012); efeitos sobre o ciclo celular, apoptose e imobilidade
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celular que interrompem a progressao dos tumores (MALHOTRA e cols., 2014; RAGHU e
cols., 2012); e, finalmente, efeitos que geram diminuicdo nos mecanismos de motilidade e

invasdo celular, reduzindo a metastase (JI e cols., 2013).
2.5.1 Resveratrol

O resveratrol (figura 9) é um composto da classe dos estilbenos com uma estrutura
quimica constituida por dois anéis aromaticos ligados por uma ponte metila e ligacoes de trés
grupos hidroxila inseridos nos anéis. Esta estrutura é sintetizada naturalmente sob duas
formas isdmeras: trans e cis resveratrol. O isémero trans é encontrado em maiores
guantidades e € a forma biologicamente ativa. No entanto, este isdbmero € fotossensivel,
podendo ser convertido na presenca de luz, em cis-resveratrol, perdendo assim a sua atividade
biolégica (LATRUFFE e cols, 2002; SIGNORELLI & GHIDONI, 2005).

OH

i

OH

Figura 9. Estrutura quimica do resveratrol.

Considerado um polifenol, dada a presenca de mais de um anel fenol em sua estrutura,
o resveratrol foi isolado pela primeira vez em 1940 na raiz da Hellebore branca (Veratrunm
grandiflorum) e é encontrado naturalmente em mais de 70 espécies de plantas, incluindo
alimentos como uvas, vinhos tintos e oleaginosas (MILLER & RICE-EVANS, 1998). Este
composto € sintetizado pelas plantas em resposta a condi¢Ges de estresse, como condic¢des
climéticas, presenca de fungos ou pragas, incidéncia de radiagéo solar, entre outros eventos,

sendo considerado uma fitoalexina (SOLEAS e cols., 1997).
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2.5.1.1 Metabolismo e biodisponibilidade do resveratrol

Humanos absorvem cerca de 80% do resveratrol ingerido. Presente nos alimentos na
forma cis- e trans- resveratrol, mas principalmente nas formas glicosiladas, denominadas
piceid, o resveratrol é absorvido no intestino, somente na forma aglicona cujo processo de
absorcéo requer a acdo de glicosidases intestinais. Por isso, a quantidade relativa da forma
aglicona e glicosidica do resveratrol pode modular a taxa de absorcdo deste composto. Além
disso, 0s niveis de expressao e a atividade diferenciada das glicosidases intestinais podem
explicar as diferencas na taxa de absorcdo observadas em humanos e ratos (DAY e cols.,
1998).

A conversdo do resveratrol em conjugados hidrofilicos facilita sua entrada na corrente
sanguinea e sua excrecdo. Estudos in vivo mostraram que, ap6s a administracdo oral do
resveratrol, ocorre um pico de concentragdo deste composto no plasma, que com o tempo
diminui até o surgimento de um segundo pico de concentracdo. Este pico secundario é devido
a circulacdo éntero-hepética deste composto (SIGNORELLI & GHIDONI, 2005; WALLE,
2011). A excrecado renal é a maior rota de eliminacdo do resveratrol, uma vez que a excrecao
total deste composto na urina e nas fezes, apds a administracdo oral em humanos, foi de 71 a
98% (AMRI e cols., 2012).

Dados farmacocinéticos, realizados tanto em modelos animais como em humanos,
revelaram que o resveratrol parece ser rapidamente metabolizado pelo organismo,
apresentando uma meia-vida curta (~8 a 14 minutos) e, portanto, baixa biodisponibilidade
(ASENSI e cols., 2002; WALLE e cols., 2004). Outros estudos ja demonstraram que
metabdlitos do resveratrol podem ser detectados no plasma, no periodo de 12 a 72 horas ap6s
a administracdo (VITRAC e cols., 2003; PERVAIZ & HOLME, 2009).

2.5.1.2 Efeitos bioldgicos do resveratrol

O consumo regular de vinho tinto estd associado ao Paradoxo Francés, onde foi
observado que a populacdo francesa apresentava baixo risco para doengas cardiovasculares
apesar de a dieta ser rica em lipideos provenientes de laticinios (RENAUD & LORGERIL,
1992). Desde entdo, diversos estudos epidemiologicos tém sugerido que o consumo de
compostos polifendlicos, presente em frutas, vegetais e bebidas derivadas de vegetais, podem

reduzir o risco de doencas relacionadas a idade, como o cancer (JIANG e cols., 2010).
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Em razdo do seu efeito antioxidante e modulador de processos anti-apoptéticos, bem
como atuagdo na sintese e degradacdo do peptideo B amiloide, o resveratrol vem sendo
também associado ao efeito protetor sobre maltiplas desordens neurodegenerativas, como a
Doenca de Alzheimer e a Doenca de Parkinson (RICHARD e cols., 2011).

Recentes estudos mostram que o resveratrol possui propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes, tornando-se um agente promissor quimiopreventivo uma vez que atua nos
diferentes estagios do processo de carcinogénese, incluindo inicia¢do, promocao e progressao
do tumor (TYIHAK e cols., 2011; JI e cols., 2013; MALHOTRA e cols., 2014). O resveratrol
induz a morte por apoptose de diversas linhagens de células de cAncer em modelos de tumores
experimentais (DELMAS e cols., 2006; MALHOTRA e cols., 2014).

Entre os mecanismos de acdo do resveratrol contra o desenvolvimento de tumores é
possivel citar sua atividade antioxidante (FERRUELO e cols., 2014), inducdo a apoptose
celular, modulagdo do ciclo celular (SHI e cols., 2011), efeitos anti-proliferativos e anti-
metastaticos (JI e cols., 2013).

A acdo quimiopreventiva do resveratrol esta ligada, ainda, a modulacdo da ativacao de
carcindgenos e de enzimas detoxificadoras. Conforme citado previamente, o resveratrol
demonstra importantes efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes, acbes requeridas como
atividades quimiopreventivas uma vez que 0s processos associados a inflamacdo, tais como a
producdo aumentada de citocinas inflamatorias, a geracdo de EROs e espécies reativas do
nitrogénio, contribuem para a transformacdo maligna das células (ALLAVENA e cols., 2011,
KUNDU & SURH, 2008).

Em linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 tratadas com resveratrol, a reducéo
da razdo Bcl-2/Bax por meio da ativacdo da atividade da proteina p53 contribuiu para a
atividade pro apoptética do resveratrol encontrada em um estudo de Sakamoto e cols. (2010).
Ferruelo e cols. (2014) mostraram que em células de cancer de prostata LNCaP, o tratamento
com 5, 10 e 25 uM de resveratrol, induziu apoptose celular de forma mais significativa do que
outros polifenois presentes no vinho tinto, tais como o &cido galico e a quercetina. A apoptose

neste estudo estava associada ao aumento da atividade das caspases 3 e 7.
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2.5.2 Piperina

A pimenta preta (Piper nigrum L.) € um dos temperos mais utilizados no mundo em
preparacdes culinarias, muito conhecida por seu constituinte pungente, a piperina (figura 10),
um dos principais compostos bioativos estudados atualmente em diferentes modelos de
pesquisas. A pimenta branca é produzida a partir da mesma espécie, porém, enquanto a
pimenta preta é produzida por meio de uma breve coccédo e ressecamento dos frutos verdes, a
pimenta branca consiste nas sementes maduras secas e descascadas. A piperina faz parte do
grupo dos alcaloides, compostos organicos nitrogenados encontrados em plantas, fungos e
bactérias (MEGHWAL & GOSWAMI, 2013).

Figura 10. Estrutura quimica da piperina.

Além da piperina, a pimenta preta ainda conta com a presenca de outros compostos
bioativos, como &cidos fendlicos, terpenos, esteroides, lignanas, flavonas e os alcaloides
(BUTT e cols., 2013; MUSENGA e cols., 2007; MURTHY & BHATTACHARYA, 2008),
como a chavicina, piridina e a piperidina (SHAIKH e cols., 2006).

O interesse de estudo pela piperina est4, ndo somente em suas acOes benéficas
isoladas, mas na sua propriedade em aumentar a biodisponibilidade e eficacia de diversas
substancias, incluindo, antibidticos, anti-inflamatérios e compostos bioativos presentes em
alimentos. Os mecanismos associados a esta capacidade ndo foram completamente
elucidados, mas esté sugerido que a piperina consiga induzir alteracdes nas caracteristicas de
permeabilidade e fluidez das membranas de borda em escova do intestino delgado, resultando
em aumento da sua superficie absortiva e maior eficiéncia na absorgdo atraves da barreira
epitelial (KHAJURIA e cols., 2002).

Recentemente, tem sido descrito o papel da piperina sobre a resisténcia a multiplas
drogas (MDR, do inglés Multiple Drug Resistance) em alguns modelos experimentais como

de cancer de mama, pulméo e célon. Esta substancia inibiu a expressao e atividade da bomba
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de efluxo da glicoproteina-P (P-gp, do inglés P-glycoprotein), responséavel por expulsar
drogas do meio intracelular para o0 meio extracelular, em células de cancer de mama MDR. A
piperina inibe ainda a expressao e atividade da bomba de efluxo MRP-1 em células de cancer
de pulmédo MDR (LI e cols., 2011). Este CBA tem mostrado também ser capaz de reverter a
resisténcia a vimblastina, um quimioterapico, por meio da diminuicdo da atividade da P-gp
em células de carcinoma de célon MDR (OKURA e cols., 2010). Cardoso (2015) demonstrou
que a piperina foi capaz de induzir sensibilidade colateral e reverter a resisténcia ao
quimioterapico vincristina em células de leucemia mieloide crénica MDR, sendo que o
mecanismo da piperina em promover a sensibilidade colateral parece estar relacionado com a

expressdo da P-gp pelas células tumorais.

2.5.2.1 Metabolismo e biodisponibilidade da Piperina

Apds a ingestdo oral, a piperina é absorvida pelo intestino e metabolizada no figado
por enzimas da familia do citocromo P450 gerando metabolitos solUveis e de fécil excrecdo
(RANG e cols., 2004).

A absorcdo intestinal de piperina é relativamente alta, em torno de 96% (SURESH &
SRINIVASAN, 2010). Apds a administracdo via oral de 20 mg/Kg de peso de ratos,
observou-se que a piperina era rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal, podendo ser
detectada no plasma sanguineo ap6s 15 minutos de sua administracdo. Além disso, este
composto permaneceu no sangue desses animais por até 8 horas, no entanto, sua concentragao
méaxima detectavel foi obtida ap6s 30 minutos da sua ingestdo (BAJAD e cols., 2003). Volak
e cols. (2013), mostraram que a concentracao sérica de piperina, apés a ingestdo de 24 mg da
especiaria por individuos saudaveis, ficou em torno de 6 uM.

2.5.2.2 Efeitos biologicos da piperina

A pimenta preta tem sido utilizada como auxilio no alivio da dor, no tratamento do
reumatismo, de gripes, resfriados, dores musculares, febre, no estimulo para o aumento da
circulacdo sanguinea, no estimulo ao aumento da producdo de saliva, como estimulante do
apetite e no aumento do peristaltismo (MEGHWAL & GOSWAMI, 2013). A piperina
também demonstrou melhorar o processo digestivo devido ao aumento da atividade das

lipases intestinal e pancreética e a elevacao da acidez géstrica (YAFFE e cols., 2014). Ainda,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okura%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20118549
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este CBA tem sido associado a a¢des imunomodulatérias, anti-carcinogénicas, anti-asmaticas,
hepatoprotetora, anti-inflamatéria (DARSHAN & DORESWAMY, 2004) e antimicrobianas
(YANG e cols., 2002).

Chonpathompikunlert e cols. (2010), em um estudo in vivo, mostraram que a
utilizacdo da piperina se associa & melhora do comprometimento da memdria e da
neurodegeneracdo em hipocampo de ratos, justificado pela queda na peroxidagdo lipidica e
inibicdo da atividade da acetilcolinesterase, efeitos que poderdo ser utilizados no tratamento
da Doenca de Alzheimer.

A piperina tem sido associada & reducéo do desenvolvimento do cancer, uma vez que
previne ou retarda os danos as células e aos tecidos, inibindo as reaces de oxidacdo, tanto in
vitro quanto in vivo, causadas por radicais livres (LIU e cols., 2010; MANOHARAN e cols.,
2009; VELLAICHAMY e cols., 2009).

Este alcaloide pode inibir aspectos multiplos associados ao processo de angiogénese
em celulas de cancer, este efeito estaria envolvido na inibicdo da fosforilagdo de Akt pela
piperina, trazendo expectativas sobre o uso deste CBA como inibidor do processo de geracéao
de vasos em doencas dependentes deste fenébmeno (DOUCETTE e cols., 2013).

Entre os efeitos anticancer da piperina podemos incluir ainda a¢des quimiopreventivas
e quimioterapéuticas. Alguns estudos mostram que a piperina é citotoxica para células
tumorais tais como para linhagem B16-F10 de melanoma (PRADEEP & KUTTAN, 2002),
células de linfoma e carcinoma (SUNILA & KUTTAN, 2004), impedindo o crescimento
destas células em estudos in vivo. Ainda, a piperina inibe a migracdo celular e a invasdo em
linhagens de fibrosarcoma HT-1080, por meio da diminui¢do da expressdo da enzima matriz
metaloproteinase (MMP-9) (HWANG e cols., 2011).

Estudos indicam que a piperina é capaz de induzir células de cancer de célon e de
melanoma a apoptose e ao bloqueio do ciclo celular, e células de pulmao a apoptose (YAFFE
e cols., 2014; FOFARIA e cols., 2014). A piperina também sensibiliza células de cancer de
mama, que superexpressam o proto-oncogene HER2, para acdo da droga anticancer paclitaxel
e, ainda, potencializa o efeito citotdxico da radioterapia em camundongos com melanoma e
em células de cancer de co6lon, sugerindo um possivel uso desse composto como adjuvante na
terapia do cancer (DO e cols., 2013; TAK e cols., 2012).

E sugerido ainda que a piperina exacerbe a acdo preventiva da curcumina, quando

associadas, no tratamento de células normais de mama (WICHA e cols., 2010).
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2.5.3 Curcumina

Uma das plantas que tem merecido destaque por suas funcdes terapéuticas é a
clrcuma, presente na dieta oriental em paises como China, india, Ird, entre outros. Seu pd
utilizado na culinaria, como corante, conservante e tempero, vem se associando ao tratamento
de algumas doencas cronicas ndo transmissiveis tais como doengas hepaticas, reumatdides,
neurodegenerativas, infecciosas, bacterianas, disturbios digestivos e DM. Devido ao seu
grande potencial antioxidante, a crcuma tem também sido associada a atividades anticancer
por seu potencial antioxidante, antinflamatério e antitumoral (BARTOSZ & BARTOSZ,
2014).

A clrcuma é uma planta herbacea e perene. Atinge uma altura média de 120 a 150 cm
de altura, com folhas grandes e enervadas que quando amassadas liberam um perfume
agradavel, mas é no seu rizoma arredondado que se encontra os 6leos essenciais e 0 corante
curcumina (figura 11), um polifenol bioativo lipofilico de grande interesse econémico. A
concentracdo deste € o que determina o valor do produto no mercado mundial, devido sua
elevada capacidade antioxidante. Existem ainda outros agentes, em menor quantidade, como a
desmetoxicurcumina, bismedetoxicurcumina, que possuem acoes diversas. A concentracao de
principios ativos da curcumina é dependente de fatores como, solo, manuseio, clima,
armazenamento e espécies (BERNARDES, 2000).

Figura 11. Estrutura quimica da curcumina.

2.5.3.1 Metabolismo de biodisponibilidade da curcumina

A maioria dos trabalhos que demonstram efeitos benéficos da curcumina no
tratamento e controle de diferentes tipos de cancer, até o momento, foram realizados em

culturas de células ou em modelos animais da doenga. Nos modelos in vivo da doenca, as
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doses deste composto bioativo, que se mostraram efetivas, foram, em geral, altas, devido a
baixa solubilidade em &gua e tempo de meia vida curto da substancia, levando assim a uma
biodisponibilidade reduzida da curcumina no plasma e em tecidos (LIANDONG e cols.,
2014). Estudos em animais demonstraram que a biodisponibilidade oral de curcumina em
ratos é de apenas 1% (YAN e cols., 2011).

2.5.3.2 Efeitos biologicos da curcumina

A curcumina tem sido associada a efeitos contra o desenvolvimento de certos tipos de
cancer mostrando agdes antinflamatorias e antioxidantes. Esta substancia ainda possui um
papel importante como um agente preventivo sobre o envelhecimento do sistema nervoso
central e contra as doencas neurodegenerativas (KURZROCK e cols., 2008; FANG e cols.,
2011).

Em humanos, a curcumina age diretamente sobre os radicais livres, reduzindo-os a
metabolitos ndo prejudiciais por meio da doacdo de um hidrogénio, enquanto que na forma
indireta pode induzir ou interferir na sinalizacdo celular para expressdo de proteinas
antioxidantes (superoxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase), as quais Sao
naturalmente produzidas pelo organismo (BARTOSZ & BARTOSZ, 2014).

A curcumina atua ainda na inibicdo da cascata inflamatéria ao modular o Fator
Nuclear Kappa-p (NF-kB), a Proteina Quinase Ativadora de Mutdgenos (MAPK), vias da
Ciclo-oxigenase-2 (COX) e Lipo-oxigenase (LOX), regulacdo negativa das citocinas
proeminentes como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), Interleucia 1 (IL-1), Interleucina 6
( IL-6), além de bloquear a expressdo de moléculas de adesao celular que sdo necessarias para
interacdo de leucocitos com células endoteliais e a acetilacdo de histonas em mondcitos
(CHIN e cols., 2014).

Genes supressores de tumor desempenham um papel vital e significativo na inibicéo
da formacédo de tumores e da sua progressdo. Caso ocorra uma mutacéo, esse gene perde sua
capacidade de executar sua funcdo. Kanai e cols. (2014) verificaram que a curcumina atua na
regulacdo desses genes em pacientes com cancer pancreatico. A curcumina possui ainda um
papel vital na regulacéo positiva dos diferentes genes pro-apoptivos e alguns anti-apoptoticos.
Além disso, ela tem a capacidade de modular alvos moleculares, como a NF-kp3 que € um
complexo protéico encontrado em quase todas as células e tem como funcdo ser um fator de

transcrigdo, contudo, quando sua regulagdo € incorreta, poderd haver uma associagcdo com 0
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desenvolvimento de doencas inflamatorias, auto-imunes e ligadas ao cancer (RAHMANI,
2014). J& foi demonstrado que a curcumina pode atuar como um inibidor competitivo da
GLO1, podendo assim estar relacionada a acdo quimioterapica (SANTEL e cols., 2008).
Embora seus mecanismos de acdo ainda ndo sejam bem conhecidos, a curcumina pode
ser capaz de suprimir o desenvolvimento cancerigeno inibindo as enzimas que levam ao
surgimento de tumores, além de induzir a apoptose de células cancerigenas, de forma que
pode ser administrada isoladamente ou em combinacdo com outros agentes anticancerigenos,
ou seja, ela esta relacionada no processo de ativacdo da morte celular programada de células
tumorais incluindo melanoma, linfoma, céncer hepético, de prostata, ovério, carcinomas
pancreaticos e cancer de mama (KANAI, 2014; GUPTA, 2013). Algumas pesquisas, em
diferentes tipos de cancer, vém mostrando sinais significativos da eficiéncia da curcumina,
porém, o numero de individuos ainda é pequeno, a dosagem e os efeitos adversos ainda séo
desafios, portanto sdo necessarios mais estudos rigorosos e de qualidade para sua

comprovacao cientifica.
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3 JUSTIFICATIVA

A acdo fisiologica dos polifenois tem sido relacionada com a prevencdo de doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e com o cancer, principalmente por sua elevada
capacidade antioxidante (DULAK, 2005; COSERI, 2009).

A quimioterapia é o tratamento mais utilizado para o cancer, porém existem diversos
efeitos colaterais, como a toxicidade em células normais. Desta forma, a busca pela utilizagédo
de elementos que otimizem o tratamento poderd ser uma alternativa de auxilio a terapia
convencional. Apesar das evidéncias bioquimicas, clinicas e epidemioldgicas existentes em
relagdo aos CBAs e o cancer, ainda se faz necessario estabelecer um consenso cientifico para
a utilizacao desses compostos, seja como agente quimiopreventivo ou quimioterapico.

Em funcdo das células cancerosas apresentarem um intenso metabolismo glicolitico,
mecanismos de adaptacGes mutagénicas surgem, como 0 aumento da expressdo de enzimas do
sistema da glioxalase, o que diminui a concentragdo intracelular dos precursores dos AGEs
(THORNALLEY & RABBANI, 2011). Sendo assim, torna-se necessario estudar esta via
metabolica e a acdo dos CBAs a fim de buscar alvos terapéuticos para o cancer de mama e
para outros tipos de tumores.

E possivel que os CBAs consigam, minimamente, atuar sobre a atividade da enzima
que detoxifica os precursores dos AGEs, 0 MGO e o GO, impedindo a metabolizagdo destes
compostos e colaborando para que suas concentraces figuem aumentadas, a nivel celular. O
efeito citotoxico dos a-oxaldeidos acumulados poderd contribuir para a morte das células
cancerigenas. Assim sendo, estes mecanismos sdo possiveis alvos terapéuticos na prevencao e
no tratamento do cancer.

Uma vez que ndo existem trabalhos que associem a acdo do resveratrol, da piperina e
da curcumina sobre a via da glioxalase nesta linhagem de células de cancer de mama, este
estudo poderd gerar melhores perspectivas e novas estratégias terapéuticas para a area de
oncobiologia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos do resveratrol, da curcumina e da piperina, sobre o sistema da
glioxalase e a acdo destes compostos e dos precursores dos AGEs em células de

adenocarcinoma mamario humano MCF-7.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Na cultura de células de cancer de mama MCF-7 iremos:

e Avaliar o efeito do resveratrol, da curcumina e da piperina, isolados ou em
combinacdo, sobre o crescimento celular em meios de alta e baixa concentracdo de
glicose;

¢ Avaliar o efeito dos precursores dos AGEs sobre o crescimento celular;

e Verificar o efeito dos antioxidantes, GSH e NAC sobre a viabilidade celular;

e Mensurar alteracGes do potencial de membrana mitocondrial,

e Analisar a atividade da GLO1 nas células tratadas com os CBAs;

e Verificar a formacdo de D-lactato nas células tratadas com os CBAs.



51

5 MATERIAL E METODOS
5.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. O resveratrol, a
curcumina, a piperina, o0 GO, o MGO, a 3-DG, o coquetel de inibidores de proteases, o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazélio (MTT), a insulina bovina, o
fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF), o fluoreto de sédio (NaF), dodecil sulfato de sodio
(SDS), a hidrazina, a NAC, a GSH e a sonda fluorescente iodeto de 5,5°, 6,6 -tetraclorol,
1°,3,3’-tetraetilbenzimidazolocarbocianina (JC-1) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA). O azul de tripan da VETEC (Brasil). O &cido ocadaico foi adquirido da Roche
Applied Science (Indianapolis, IN, EUA). O DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
e a penicilina/estreptomicina da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA); O soro fetal bovino da
Cultilab (Campinas, SP, BR).

5.2 MANUTENCAO DAS CULTURAS CELULARES

As células da linhagem de cancer de mama humano MCF-7, foram cultivadas em garrafas
de polietileno e poliestireno com area de 25 cm? e 75 cm?.

O meio utilizado para cultura consiste em DMEM suplementado com 2,0 g/L de tampao
HEPES, 3,7 g/L bicarbonato de sodio, 10% de soro fetal bovino, 5 pg/mL de insulina, 100
unidades/mL de penicilina G e 100 ug/mL de sulfato de estreptomicina bovina.

A linhagem celular MCF-7 foi mantida a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO, (JIN e
cols. 2009). Para a realizacdo dos experimentos, as células foram subcultivadas na mesma

densidade inicial e ap0s alcancarem 70 a 80% de confluéncia foram tratadas.
5.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE CELULAR
5.3.1 Tratamento
As células foram subcultivadas em placas com 96 pogcos ou 24 pogos e apos,

incubadas em diferentes tempos (24 horas ou 48 horas), com concentragcdes crescentes de
MGO e GO (0 a 10000 uM), 3-DG (0 a 20000 puM), resveratrol (0 a 500 puM), curcumina (0 a
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100 pM) e piperina (0 a 300 puM), os trés ultimos CBAs foram diluidos em 0,5% de
Dimetilsulfoxido (DMSO).

5.3.2 Reducdo de MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de reducdo de MTT adaptado de
Mossman (1983). O ensaio de reducdo de MTT é baseado na habilidade das células viaveis de
reduzirem o MTT, um composto soltvel de coloracdo amarela, em cristais de formazano,
precipitado insoltvel de coloragéo roxa.

Ap0s a incubacdo das células com os compostos, o meio foi retirado e as células foram
lavadas com tampao fosfato salino (PBS) a 37°C. Em seguida, foi adicionado 100 uL de MTT
diluido em DMEM sem vermelho de fenol e 10% de soro fetal bovino em concentracdo 1
mg/mL por 1 hora a 37°C. Ap6s a incubagdo, a solucdo de MTT foi removida e foi
acrescentado 200 uLL de DMSO 100%.

A leitura foi realizada por espectrofotometria a 570 nm. A quantidade de MTT
reduzido € lida na absorbancia de 570 nm e os resultados obtidos em absorbéncia séo
expressos em percentagem de células vivas em relacdo ao controle (considerado como tendo

uma viabilidade celular correspondente a 100%).

5.3.3 Contagem celular utilizando teste de exclusdo com Azul de Tripan

As andlises de viabilidade celular foram realizadas por meio do teste de exclusdo pelo
corante azul de tripan conforme protocolo descrito por Barile (1994). Foram transferidos 10
uL de células para eppendorfs, em seguida, foi adicionado 10 pL de solucédo de azul de tripan
a 0,04 %. Apo6s homogeneizacao, 10 pL do total foram utilizados para a contagem de células
viaveis em camara de Neubauer. Esse método de contagem de células é baseado no principio
de que as células viaveis conseguem metabolizar o corante, ja as células mortas, em necrose
ou apoptose tardia, incorporam esse corante e ficam marcadas, permitindo contagem

diferenciada entre células vivas e mortas (BARILE, 1994).
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5.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR APOS TRATAMENTO COM OS
COMPOSTOS BIOATIVOS NA PRESENCA DE ANTIOXIDANTES

5.4.1 Tratamento para o ensaio de citotoxicidade

As células MCF-7 foram subcultivadas em placas de 96 pogos e a viabilidade foi avaliada
nas culturas tratadas com GSH (nas concentracbes de 50 a 300 puM) e NAC (nas
concentracdes de 0,5 a 5 mM) por 24 horas. Igualmente, as células foram tratadas com os
antioxidantes por 30 min e em seguida foram adicionados o resveratrol ou a curcumina ou a
piperina nos seus valores de IC50 previamente estabelecidos (131 uM, 24,5 uM e 94,5 uM,
respectivamente). Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO, veiculo dos

compostos.

5.4.2 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de viabilidade celular realizado foi por quantificacdo da reducdo do MTT como

descrito no item 5.3.2.

5.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA GLIOXALASE |

5.5.1 Tratamento para dosagem da atividade da GLOI

As células MCF-7 foram subcultivadas em garrafas de 75 cm? e os valores de IC50 de
cada CBA, previamente estabelecidos, foram adicionados na presenca ou auséncia de 100 uM
de GSH, adicionados 30 minutos antes da exposi¢cdo ao CBA. O tratamento seguiu por 24
horas de incubacdo. Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO, veiculo

dos compostos.
5.5.2 Obtencéo dos extratos celulares
Apos o tempo de incubagdo, o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS

gelado e lisadas com a adicdo de nitrogénio liquido. Em seguida, foi adicionado tampédo de
lise contendo: Tris-HCI 5 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sddio 1 mM, fluoreto de sodio
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5 mM, &cido ocadaico 1 uM, coquetel de inibidores de proteases em concentracao final de 1
mM (Aprotinina A, Leupeptina, Bestatina e Pepstatina, E-64 e PMSF).

As ceélulas foram removidas dos recipientes utilizando cell scraper. Os extratos celulares
foram colocados em um tubo tipo eppendorff, o qual foi centrifugado por 5 minutos a 4 °C e
10.000 rpm. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry (LOWRY e
cols., 1951) usando como padréo albumina de soro bovino (BSA). O lisado celular foi

armazenado em tubo eppendorff e estocado, para analises posteriores.

5.5.3 Ensaio de atividade da GLO1

A solucéo para o ensaio de atividade da GLO1 continha 0.1 M de tampéo sédio-potassio,
pH 6.6, 2 MM de MGO e 2 mM de GSH. A reacdo foi monitorada por espectrofotometria
seguindo a absorbancia de 240 nm e 25 °C, devido a formagdo de S-D-lactoilglutationa. A
atividade foi calculada em unidades/mg de proteina (IU/mg), onde 1U é definido pela
guantidade da enzima que catalisa a formacdo de 1 umol de S-D-lactoilglutationa/min na

concentracdo saturada do substrato (HANSEN e cols., 2012).

5.6 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (A¥M)

5.6.1 Tratamento para a determinagao do (A¥Ym)

As células MCF-7 foram subcultivadas e apds 24 horas foram tratadas com os valores de
IC50 de cada CBA, previamente estabelecido, ou com 24,5 pM de cada CBA, para
comparacdo entre os grupos. Como controle, as células foram tratadas com 0,5% de DMSO,

veiculo dos compostos.

5.6.2 Ensaio para determinag¢io do A¥Ym

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado pela utilizagédo da sonda flurescente
JC-1 marcador utilizado para mensurar o A¥m. O JC-1 é uma sonda catiénica mitocondrial
vital, lipofilica que se acumula na mitocondria proporcionalmente a0 A¥m. Dessa forma, em
altos A¥Ym, ecla forma agregados no interior da mitocondria, com mudancas nas suas

propriedades fluorescentes. No estado monomérico, o corante fluoresce verde, enquanto no
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estado agregado o corante fluoresce vermelho. Em células com danos mitocondriais ou
alteragdes no A¥Ym, o corante ndo se agrega, mantendo sua forma monomérica € emitindo
uma fluorescéncia verde. A despolarizacdo mitocondrial é indicada por uma diminuicdo na
proporcéo de intensidade de fluorescéncia vermelho/verde.

Apo6s a incubacdo por 24 horas, as celulas MCF-7 foram lavadas em tampdo PBS e
incubadas com 10 pg/mL de JC-1 por 10 minutos, no escuro, a 37°C. Em seguida, o JC-1 foi
retirado e as células foram lavadas com PBS. Os valores de A¥Ym foram obtidos por
espectrofluorimetria nos seguintes comprimentos de onda: 480 e 530/590 nm excitacdo e
emissdo, respectivamente. Os valores foram expressos pela razdo da emissdo entre a

fluorescéncia vermelho/verde (590/530).

5.7 ANALISE DO POTENCIAL SINERGICO OU ANTAGONICO DOS COMPOSTOS
BIOATIVOS EM ASSOCIACAO

5.7.1 Tratamento

Para avaliar a citotoxicidade dos CBAs em combinagdo, as substancias foram
associadas em pares nas concentragdes indicadas por Yang & Liu (2009) onde, de acordo com
0 IC50 de cada composto, aquele que obteve, isoladamente, um efeito melhor sobre a
viabilidade celular da MCF-7, ficou definido por uma concentracdo menor de IC50, sendo
entdo testado nas seguintes concentragdes: 0,125 x IC50; 0,25 x IC50; 0,5 x IC50; 0,75 X
IC50; 1,0 x IC50; e 1,25 x IC50. O composto associado foi combinado ao anterior nas
seguintes concentragfes: 0,125 x (IC50)/2; 0,25 x (IC50)/2; 0,5 x (1C50)/2; 0,75 x (IC50)/2;
1,0 x (IC50)/2; e 1,25 x (IC50)/2.

5.7.2 Indice de Combinacdo (IC) para determinacdo do efeito sinérgico, aditivo ou

antagoénico

Apo0s a anélise de viabilidade celular, a determinacdo dos valores de IC50 e IC para
50% de inibicdo celular foi determinado pelo método descrito por Chou (1991) utilizando o
programa CalcSyn (Biosoft). Para a analise dos compostos usados em combinacdo foi
utilizada a equacdo do isobolograma cléssico, onde: (D)1 e (D)2 sdo as doses de dois

compostos utilizados em combinacdo e (Dx)1 e (Dx)2 s&o as doses de dois compostos
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utilizados isoladamente. Para a andlise da combinagdo, IC < 1, IC = 1 e IC > 1 indicam,

respectivamente, efeito sinérgico, aditivo e antagonico.

IC = ((D)1/(Dx)1) + ((D)2/(Dx)2)

5.8 DOSAGEM DE D-LACTATO

Apdbs o tratamento das células por 24 horas com os CBAs, nas concentracdes de 1C50
previamente estabelecidas, a mensuracdo de D-lactato foi realizada em um meio
hidrazina/glicina, pH igual a 9,2, contendo 5 mg/ml de B-NAD e 15 unidades/ mL de lactato
desidrogenase para um volume final de 200 pL. A absorbancia sobre a formacdo de NADH
foi monitorada em espectrofotdmetro a 340 nm e os resultados foram correlacionados com a
presenca de lactato nas amostras em comparagdo a uma curva padrdao. Como controle positivo

do experimento foi realizada a incubag&o com Antimicina-A (AMOEDO e cols., 2011).

5.9 WESTERN BLOTTING

A obtencéo dos extratos celulares para o Western blotting foi realizada conforme item
5.5.2.

Quantidades iguais das amostras de extratos celulares (100 pg) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE) 10% ou 12%
(LAEMMLI, 1970) e as proteinas foram transferidas para uma membrana de difluoreto de
polivinilideno (PVDF) (Immobilon P, Millipore, Bedford, MA, EUA) (TOWBIN et al.,
1979). As membranas foram blogqueadas por 18 horas a 4°C em tampao Tris-salino contendo
1% de Tween 20 (TBS-T) e 5% de leite em pd desnhatado e incubadas por 2 horas com 0s
anticorpos primarios (1:1000). Em seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T e
incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase (1:5000) por 1 hora. A
imunodeteccdo das bandas foi visualizada por quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL
Western Blotting Detection System (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), de acordo com as
instrucGes do fabricante. Os niveis de gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foram
utilizados como controle interno para verificacdo do carregamento de proteinas no gel. Foi

utilizado o anticorpo primario monoclonal anti-GLO1 na diluicdo de 1 x 1000 (Sigma
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Aldrich). A quantificacdo das bandas foi determinada por anélise densitométrica, utilizando o
programa Image J verséo 1.43p (NIH, USA).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos foram submetidos a andlise estatistica descritiva, média
e erro padrdo, analise de variancia (ANOVA), usando o programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Resultados com valores de P < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS

Inicialmente foi realizado o ensaio de citotoxicidade pela técnica de MTT com 0s
precursores dos AGEs (MGO, GO e 3-DG) ou os CBAs (resveratrol, curcumina e piperina) na
linhagem celular de cancer de mama MCF-7 para a determinacgéo do 1C50 (Figura 12).

Em 24 horas de tratamento foram observados os seguintes valores de IC50: GO 2800
UM (Figura 12A), MGO 2780 uM (Figura 12B), resveratrol 131 uM (Figura 12D), curcumina
24,5 UM (Figura 12E) e piperina 94,5 uM (Figura 12F). J& em 48 horas de tratamento, 0s
valores foram os seguintes: GO 1500 uM (Figura 12A), MGO 1460 pM (Figura 12B),
resveratrol 83,9 UM (Figura 12D), curcumina 11,4 puM (Figura 12E) e piperina 38,3 uM

(Figura 12F) conforme apresentado na tabela 1.

MCEF-7
Composto IC50 (nM)24 horas IC50 (uM)48 horas
Metilglioxal 2780 1460
Glioxal 2800 1500
Resveratrol 131.,0 83.9
Curcumina 24.5 11,4
Piperina 94.5 38.3

Tabela 1. Valores do 1C50 dos precursores de AGEs e dos compostos bioativos na viabilidade da
linhagem celular de mama MCF-7 em 24 horas e 48 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em
placas de 96 pogos em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de
NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 °© C em ar umidificado contendo 5% de CO,. As substancias:
MGO, GO, resveratrol, curcumina e piperina foram adicionadas a diferentes concentra¢des. O valor do
IC50 foi calculado a partir da equacdo da regressdo linear mensurado pelo programa GraphPadPrism
5.

Esses dados indicam que a viabilidade celular diminuiu de maneira dose e tempo
dependente em relagdo as células que ndo foram tratadas tanto com os a-oxaldeidos quanto
com os CBAs, sugerindo assim, que as substancias testadas apresentam um efeito citotoxico
para as células MCF-7. Estes dados também demonstram que tanto o GO quanto o MGO
tiveram uma mesma acéo citotoxica sobre a MCF-7 (figura 12A e 12B). A acdo citotoxica dos

CBAs foi maior ao comparar com os o-oxaldeidos. Entre os CBAS, a curcumina apresentou o
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melhor efeito de citotoxicidade sobre a viabilidade da MCF-7 (figura 12E). A 3-DG néo

demonstrou efeito citotoxico sobre a viabilidade celular da MCF-7, esses resultados estdo

apresentados na figura 12C.
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Figura 12. Efeito dos a-oxaldeidos e dos compostos bioativos na viabilidade das células MCF-7

em 24 horas e 48 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos em meio D-MEM
com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulinaa 37°C
em ar umidificado contendo 5% de CO,. As substancias: GO (A), MGO (B), 3-DG (C), resveratrol

(D), curcumina (E) e piperina (F) foram adicionadas a diferentes concentragdes como indicado nas

abcissas. As células foram incubadas com as substincias por 24(e) ¢ 48 (m) horas. Os resultados sdo

expressos como % comparados com o controle. Os valores representam médias + SE (n = 3).
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A fim de confirmar os resultados de citotoxicidade celular obtidos por meio do método
de MTT, foram realizados testes de citotoxicidade por um outro método, o ensaio de exclusdo
do azul de tripan, que baseia-se na incorporacdo do corante azul de tripan pelas células em
apoptose tardia ou necrose, possibilitando a diferenciacdo entre células vivas e mortas. Para
isso, a linhagem MCF-7 foi tratada com as concentra¢des de 1C50 determinadas pelo método
MTT de cada CBA, para cada um deles, por 24 horas (figuras 13, 14 e 15). Desta forma,
tentamos avaliar, no ensaio de exclusdo do azul de tripan, se estas concentracGes gerariam um
efeito de citotoxicidade semelhante ao encontrado por meio do método de MTT. Para fins de
comparagao entre os grupos, realizamos trés experimentos, sendo que em cada um deles o
valor de concentracdo do CBA foi igual para todos os compostos, resveratrol, curcumina e
piperina, baseado nos resultados de 1C50 pelo método MTT: Figura 13, concentracédo igual ao
IC50 da curcumina (24,5 uM), figura 14, concentracdo igual ao IC50 da piperina (94,5 uM) e
figura 15, concentracdo igual ao IC50 do resveratrol (131 puM). Apos as 24 horas de
tratamento foi feita a contagem celular utilizando o azul de tripan. A viabilidade celular na
linhagem MCF-7 no tratamento com os o-oxaldeidos ndo foi avaliada pelo método azul de

tripan.
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Figura 13. Efeito do resveratrol, da curcumina e da piperina, na concentracao de 24,5 UM, sobre
a contagem de células MCF-7 em 24 horas de tratamento. As células MCF-7 foram incubadas com
azul de tripan (0,04 %) ap6s 24 horas do tratamento com 24,5 uM de resveratrol ou curcumina ou
piperina. Os dados representam a média + erro padréo de 3 experimentos independentes. * Nivel de

significancia de p < 0,05.
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O resultado observado na figura 13 demonstra que a curcumina, na concentracdo de
24,5 UM (I1C50 determinado pelo método MTT), foi citotdxica para a MCF-7, ratificando os
dados encontrados no ensaio de MTT. Nesta concentracdo, o resveratrol e a piperina ndo se

demonstraram citotoxicos a MCF-7.
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Figura 14. Efeito do resveratrol, da curcumina e da piperina, na concentracao de 94,5 UM, sobre
a contagem de células MCF-7 em 24 horas de tratamento. As células MCF-7 foram incubadas com
azul de tripan (0,04 %) apds 24 horas do tratamento com 94,5 uM de resveratrol ou curcumina ou
piperina. Os dados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes. * Nivel de

significancia de p < 0,05.

Assim como no experimento anterior, as células foram tratadas pelos CBA’s, mas
desta vez na concentracdo de 94,5 uM (IC50 da piperina estabelecido por meio do ensaio de
MTT). Conforme pode ser visto na figura 14, observa-se que, nesta concentracdo, a
curcumina se torna extremamente citotoxica a MCF-7, enquanto o resveratrol e a piperina
passam a demonstrar um efeito citotoxico sobre esta linhagem de células, novamente

ratificando os dados encontrados com a piperina pelo ensaio de MTT.
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Figura 15. Efeito do resveratrol, da curcuina e da piperina, na concentragédo de 131 uM, sobre a
contagem de células MCF-7 em 24 horas de tratamento. As células MCF-7 foram incubadas com
azul de tripan (0,04 %) apds 24 horas do tratamento com 131 uM de resveratrol ou curcumina ou
piperina. Os dados representam a média + erro padrdo de 3 experimentos independentes. * Nivel de

significancia de p < 0,05.

Adicionalmente, as células foram tratadas por 24 horas com a concentracéo de 131 uM
(IC50 do resveratrol determinado pelo ensaio de MTT) para todos os CBAs (figura 15). A
curcumina, nesta concentracdo, novamente se demonstrou bastante citotoxica. A piperina
apresentou uma citotoxicidade aumentada em relacdo a concentracdo utilizada no
experimento anterior (igual a 94,5 pM), enquanto o resveratrol ratificou os dados encontrados
por meio do ensaio de MTT. No entanto, notou-se uma diferenca entre a viabilidade da
linhagem celular MCF-7 pelo ensaio de reducdo do MTT em relacdo ao método de contagem
celular com azul de tripan. Esses ensaios apresentam diferentes principios metodoldgicos,
portanto essa distin¢do poderia ser justificada dessa forma. Além disso, no ensaio de MTT foi
feita uma curva de concentracdo, enquanto que no experimento com azul de tripan foram
testados apenas trés concentracdes pontuais dos CBAs, em cada experimento.

A fim de entender as razdes da citotoxicidade gerada pelos CBAs a linhagem MCF-7,
e entendendo que a mitocondria possui um papel importante no metabolismo glicolitico,
sendo organelas essenciais para vida e morte celular, tornou-se importante investigar qual
seria o efeito do tratamento da MCF-7 com os valores de 1C50 dos CBAs sobre o AYm com a
carbocianina cationica lipofilica JC-1, nos comprimentos de onda 480 e 530/590 nm de
excitacdo e emissdo, respectivamente. Quando o AWm esta intacto, a diferenga de potencial

gerada através da membrana mitocondrial interna (negativa do lado interno) leva ao acimulo
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de substancias soluveis. No entanto, em altos AWm, o corante lipofilico JC-1 se acumula e
forma agregados, com mudancas nas suas propriedades fluorescentes. No estado monomérico,
o corante fluoresce verde, enquanto no estado agregado o corante fluoresce vermelho. A
emissdo de fluorescéncia vermelha derivada da formacao de agregados &, portanto, indicativa
de um alto A¥Ym. Em células com danos mitocondriais ou alteragdes no A¥Ym, o corante nao
se agrega, mantendo sua forma monomeérica e emite uma fluorescéncia verde. Assim, a
formacdo e a manutencdo de agregados sao dependentes do gradiente eletroquimico, sendo a
razao entre a fluorescéncia vermelha/verde (590/530), a representacao do A¥Ym.

Assim sendo, nas células MCF-7 incubadas por 24 horas com os valores de IC50 dos
CBAs previamente estabelecidos, foi observado que os grupos tratados com resveratrol ou
curcumina ou piperina, este Gltimo em menor efeito, tiveram uma redu¢do do seu A¥Ym
guando comparadas com as células do grupo controle (Figura 16), indicando que os CBAS

causaram danos a mitocondria da célula estudada.
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Figura 16. Avaliagdo do A¥m da célula MCF-7 tratada com os valores de 1C50 dos compostos
bioativos. Células MCF-7 foram semeadas em placas de 96 pogos em meio D-MEM com 10% de soro
fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 ° C em ar
umidificado contendo 5% de CO,. O resveratrol ou a curcumina ou a piperina foram adicionados nos
seus valores de IC50 pré-estabelecidos: resveratrol [131 uM]; curcumina [24,5 uM]; piperina [94,5
UM]. As células foram incubadas durante 24 horas. Os resultados sdo expressos por meio da

comparagdo com o resultado controle e os valores representam médias + SE (n = 5). ANOVA p<0,05.
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Para correlacionar estes dados com os resultados de citotoxicidade previamente
descritos, repetimos o experimento utilizando uma concentragcdo padrdo para cada CBA.
Sendo assim, foi eleita a concentracdo de IC50 da curcumina (24,5 uM) para todos os CBAs,

por ser a menor concentragéo.
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Figura 17. Avaliacd@o do potencial de membrana mitocondrial da célula MCF-7 tratadas com os
compostos bioativos na concentragdo de 24,5 uM. Células MCF-7 foram semeadas em placas de 96
pocos em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0
ng/ml de insulina a 37 ° C em ar umidificado contendo 5% de CO,. O resveratrol ou a curcumina ou a
piperina foram adicionados na concentragéo final de 24,5 uM. As células foram incubadas durante 24
horas. Os resultados sdo expressos atraves da comparagdo com o resultado controle e os valores
representam médias + SE (n = 5). ANOVA p<0,05.

Como é possivel observar na figura 17, na concentracdo de 24,5 uM, o resveratrol e a
piperina ndo demonstraram efeitos sobre o AW¥m, concordando com os dados de
citotoxicidade celular previamente demonstrados.

O acumulo excessivo de MGO pode induzir modificacbes em proteinas mitocondriais
levando a disfuncdo da mitocéndria e aumento nos niveis de EROs. A partir do entendimento
de que o aumento nos niveis de EROs ou da glicacdo de proteinas mitocondriais podera
desencadear a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, ja elucidado na literatura
(BOTA & DAVIES, 2001; RABBANI & THORNALLEY, 2011; GALLUZI e cols., 2013),
foi investigado se alguns antioxidantes poderiam demonstrar um efeito protetor sobre a

viabilidade das células tratadas. O GSH é um conhecido antioxidante, encontrado na maioria
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das células e amplamente utilizado em pesquisas com sistemas biologicos, com a finalidade
de avaliar o estado redox. O GSH faz parte do sistema da glioxalase, atuando como cofator da
GLO1, na primeira etapa da reacdo (THORNALLEY, 1999).

Para isso, com o intuito de descartar a interferéncia do GSH na viabilidade das células
MCEF-7, estas foram incubadas com concentragdes crescentes de GSH por 24 horas e 0 ensaio
de MTT foi realizado. O resultado, apresentado na figura 18, mostra que ndo houve alteragdo
na viabilidade celular das células MCF-7 quando tradadas apenas com GSH nas
concentragdes que variaram de 50 a 300 puM.
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Figura 18. Viabilidade celular da MCF-7 tratada com diferentes concentracoes de GSH. Células
MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 po¢os em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0
g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 ° C em ar umidificado contendo 5%
de CO,. GSH foi adicionado a diferentes concentracfes como indicado nas abcissas. As células foram
incubadas com GSH durante 24 horas. Os resultados sdo expressos como % comparados com o

controle e os valores representam médias + SE (n = 3).

Apos observarmos que diferentes concentragcdes de GSH ndo alteram a viabilidade das
células MCF-7, avaliamos se o pré-tratamento com GSH protegeria as células MCF-7 do
efeito dos CBAs sobre a viabilidade celular. Para isso, as células MCF-7 foram pré-tratadas
por 30 minutos com diferentes concentracdes de GSH e, em seguida, foram adicionados 0s
CBAs nos seus valores de 1C50 pré-estabelecidos, deixando incubar por mais 24 horas.

Na figura 19 é possivel observar que, nos grupos pré-tratados com o GSH, conforme
se aumenta a concentragcdo do antioxidante aumenta a viabilidade celular, apesar de que
nenhum grupo atingiu os 100% do controle. Previamente demonstramos que em 24 horas de

tratamento com os CBAs houve queda no percentual de células viaveis. Nas células tratadas
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com curcumina e GSH (Figura 19B), é possivel observar que na concentragdo de 100 uM, o
pré-tratamento com GSH protegeu integralmente a célula do efeito citotoxico da curcumina.
Nas células tratadas com resveratrol e piperina, também foi possivel observar um efeito
protetor do antioxidante (Figura 19A e 19C). Esses dados podem sugerir que este efeito
protetor do GSH ocorre em razéo do controle sobre a geracdo de EROs, possivelmente
associada ao tratamento com os CBAs, ou pela otimizacdo do sistema da glioxalase com a
suplementacdo do seu cofator, 0 GSH. Percebe-se ainda que na concentracdo de 300 uM de
GSH, o grupo tratado com curcumina teve uma queda na viabilidade celular. Podemos
especular que a presenca do GSH em adigédo a curcumina, nesta concentracdo, poderia estar
gerando algum efeito de citotoxicidade, ndo observado na curva estabelecida inicialmente,

mas talvez estimulado pela presenca do CBA por meio de um efeito sinérgico.
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Figura 19. Viabilidade celular da MCF-7 tratada com resveratrol ou curcumina ou piperina e
diferentes concentragdes de GSH. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 po¢os em meio
D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de
insulina a 37 °© C em ar umidificado contendo 5% de CO,. GSH foi adicionado em diferentes
concentracbes como indicado nas abcissas, por 30 min, e, posteriormente, o resveratrol (A), ou
curcumina (B) ou piperina (C), nos seus valores de 1C50 pré-estabelecidos por 24 horas. Os resultados
s80 expressos como % comparados com o controle e 0s valores representam médias + SE (n = 3). “a”
#de “b” #de “c” #de “d” p <0,05.
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A NAC é um antioxidante ndo enziméatico que age, principalmente, bloqueando a
cadeia de peroxidacdo lipidica, eliminando oxigénio ou quelando ions metalicos
(THORNALLEY, 1999). A NAC promove a sintese do GSH aumentando a disponibilidade
de cisteina, elevando assim os niveis de gama-glutamil-cisteina-sintetase, enzima limitante
sobre a rota de formacdo de GSH (KUMAR e cols., 2014). Desta forma, a fim de entender se
a NAC, assim como o GSH, teria um efeito protetor sobre a viabilidade das células tratadas
com 0s CBAs, 0 mesmo ensaio foi realizado com este antioxidante.

Primeiramente, as células MCF-7 foram tratadas com concentracdes crescentes de
NAC por 24 horas e o teste de viabilidade celular foi executado. Foi verificado que diferentes
concentracdes de NAC néo foram capazes de alterar a viabilidade celular da MCF-7 (Figura
20).
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Figura 20. Viabilidade celular da MCF-7 tratada com diferentes concentraces de NAC. Células
MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0
g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 °© C em ar umidificado contendo 5%
de CO,. NAC foi adicionada a diferentes concentracdes como indicado nas abcissas. As células foram
incubadas com NAC durante 24 horas. Os resultados sdo expressos como % comparados com o

controle e os valores representam médias + SE (n = 3).

Obtendo este resultado, como feito com GSH, foi observado se o pré-tratamento com
NAC protegeria as células MCF-7 do efeito dos CBAs sobre a viabilidade celular. Para isso,
as celulas MCF-7 foram tratadas com concentracGes de NAC que variaram entre 0,5 mM a
5,0 mM e, apds 30 minutos, foram adicionados os CBAs nos seus valores de IC50 pré-

estabelecidos, deixando incubar por mais 24 horas.
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Como ¢é possivel observar na figura 21, a pré-incubacdo com a NAC também
demonstrou um papel protetor na viabilidade celular comparada a acdo dos CBAs, mostrando
uma reversao na viabilidade celular em relacdo ao controle nos grupos tratados com
resveratrol (Figura 21A) e piperina (Figura 21C), e parcial, no grupo tratado com a curcumina
(Figura 21B). O efeito positivo da NAC pode estar associado ao seu papel como antioxidante,
minimizando a presenca de EROs, possivelmente gerada em razdo da presenca dos CBAs. A
NAC pode também estar gerando substrato para formacao da GSH e, desta forma, otimizando
a atividade da GLOI1 sobre a detoxificacao dos a-oxaldeidos. Ressalta-se ainda que a NAC
ndo demonstrou um efeito protetor tdo expressivo no grupo tratado com a curcumina como

visto na pré incubagdo com GSH.
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Figura 21. Viabilidade celular de MCF-7 tratada com resveratrol ou curcumina ou piperina
diferentes concentracdes de NAC. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pogos em meio
D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de
insulina a 37 °© C em ar umidificado contendo 5% de CO,. NAC foi adicionada em diferentes
concentragcbes como indicado nas abcissas na presenca do resveratrol (A), da curcumina (B) e da
piperina (C), nos seus valores de 1C50 pré-estabelecidos. As células foram incubadas com NAC por 30
min e, posteriormente, com os CBAs durante 24 horas. Os resultados sdo expressos como %
comparados com o controle e 0s valores representam médias + SE (n = 3). “a” # de “b” #de “c” p <
0,05.
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Como ja descrito, a GLO1 é uma das enzimas componentes do sistema da glioxalase,
um sistema fisiologico de detoxificacdo do GO e MGO (KUMAR e cols., 2014). Em razdo da
extensa utilizacdo da via glicolitica por células cancerosas, menciona-se a mutacao no gene da
GLO1 com consequente aumento de sua expressdo objetivando otimizar a detoxificacdo dos
a-oxaldeidos gerados na glicolise (GATENBY & GILLIES, 2004). Considerando, desta
forma, que a GLO1 seja uma enzima importante sobre a vida e morte celular, foi investigado
se sua atividade enzimatica poderia sofrer alteracdo com o uso dos CBAs. Assim, as células
MCF-7 foram tratadas por 24 horas com os valores de IC50 dos CBAs, previamente
estabelecidos, e 0 extrato protéico obtido das amostras foi utilizado para o ensaio de atividade
da GLOL.

Foi possivel observar, como apresentado na figura 22, que o resveratrol e a curcumina,
assim como a piperina, em menor grau de inibicdo, mostraram uma diminuicdo da atividade
da GLOL. Sugere-se, desta forma, um comprometimento da detoxificagdo dos a-oxaldeidos
pelo sistema da glioxalase e, justifica-se a citotoxicidade previamente demonstrada. Quando
0S grupos sdo pré-tratados com a GSH na concentracdo de 100 pM, eleita a melhor
concentracdo de protecdo a acdo citotoxica dos CBAs no ensaio de viabilidade celular, a
excecdo do tratamento com a piperina, novamente observamos um efeito protetor do
antioxidante a acdo dos CBAs, mostrando total reversdo da atividade enzimatica (figura 22A e
22B). Conseguimos associar, ainda, os dados de citotoxicidade com os de atividade
enzimatica no grupo tratado com piperina, uma vez que percebe-se que a prote¢do do GSH ao
efeito citotoxico foi menor no grupo tratado com piperina em relacdo aos grupos tratados com
0 resveratrol e com a curcumina. Este dado corrobora com o resultado sobre a atividade
enzimatica (figura 22C), onde nota-se que a atividade da enzima no grupo tratado com

piperina ndo € protegida no pré-tratamento com o mesmo antioxidante.
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Figura 22. Atividade da GLO1 em células MCF-7 pré-tratadas com GSH e pos-tratadas com
resveratrol ou curcumina ou piperina por 24 horas. As células foram incubadas com os valores de
IC50 do resveratrol (A), curcumina (B) e piperina (C) pré-estabelecidos ou veiculo (DMSO 0,5%) por
24 horas e pré-tratadas com GSH, na concentracdo de 100 uM por 30 minutos, e logo ap6s incubadas
com os valores de IC50 do resveratrol (A), curcumina (B) e piperina (C) pré-estabelecidos por 24
horas. Apds o tratamento, as células foram lisadas, os extratos obtidos e a atividade da GLO1 foi
determinada. Os resultados em mU de GLO1/ mg de proteina/ minuto comparados com o controle e 0s

valores representam médias + SE (n = 3). “a” #de “b” # de “c” p < 0,05.
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Uma vez obtido o dado de que os CBAs interferem sobre a atividade da GLO1,
tornou-se importante avaliar o efeito de diferentes concentragdes dos CBAs sobre a atividade
da mesma enzima. Neste sentido, as células MCF-7 foram novamente tratadas por 24 horas
com os valores de IC50 dos CBAs previamente estabelecidos, em concentracGes
aproximadamente 30% menores que seus valores de IC50 e em concentragdes

aproximadamente 30% maiores que seus valores de IC50, como observado na figura 23.
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Figura 23. Atividade da GLO1 em células MCF-7 tratadas com diferentes concentragdes de
resveratrol ou curcumina ou piperina por 24 horas. As células foram incubadas com resveratrol,
nas concentragdes de 91 uM, 131 uM e 170,3 uM (A), curcumina, nas concentracfes de 17,5 uM,
24,5 UM e 31,85 uM (B) e piperina, nas concentracBes de 66,15 uM, 94,5 uM e 122,85 uM (C) ou
veiculo (DMSO 0,5%) por 24 horas. Ap6s o tratamento, as células foram lisadas, os extratos obtidos e
a atividade da GLO1 foi determinada. Os resultados séo expressos em mU de GLO1/ mg de proteina/
minuto comparados com o controle e os valores representam médias + SE (n = 3). “a” # de “b” # de
“c” #£“d”, p<0,05.
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E possivel observar que a agdo dos CBAs sobre a atividade da GLO1 parece ser dose
dependente, isto é, quanto maior a concentracdo do CBA, menor a atividade da enzima. Estes
dados culminam com os dados de citotoxicidade vistos previamente, onde observamos que
quanto maior a concentracio do composto, mais citotoxico ele se torna. E possivel que a
ineficiéncia da GLO1 das células tratadas com concentra¢cdes maiores de CBAs seja limitante
no processo de detoxificagdo dos a-oxaldeidos, e que estas substancias estejam, em razdo
deste evento, aumentadas, justificando o efeito citotoxico dos CBAs a MCF-7.

Uma vez obtido o dado de que os CBAs interferem sobre a atividade da GLO1,
tornou-se importante avaliar o efeito de tais CBAs sobre a expressédo da mesma enzima. Neste
sentido, as células MCF-7 foram novamente tratadas por 24 horas com os valores de IC50 dos
CBAs, previamente estabelecidas, e o ensaio de Westtern Blotting, com o uso do anticorpo

antiGLO1, foi realizado, conforme pode ser observado na figura 24.
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Figura 24. Expressdo da GLO1 em células MCF-7 tratadas com resveratrol ou curcumina ou
piperina por 24 horas. As células foram pré-incubadas com os valores de 1C50 dos compostos
bioativos pré-estabelecidos ou veiculo (DMSO 0,5%) (1- controle/veiculo; 2- resveratrol; 3-
curcumina; 4- piperina) por 24 horas. Apds o tratamento, as células foram lisadas, os extratos obtidos
e foi realizado o Western Blotting com o anticorpo anti-GLO1. A quantificacdo das bandas foi

determinada por analise densitométrica, utilizando o programa Image J verséo 1.43p.
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Analisando a figura 24, é possivel observar que ndo houve efeito sobre a expresséo da
GLOL1 nas células MCF-7 tratadas com o resveratrol e com a piperina em relagcdo ao grupo
controle, mas € possivel observar uma pequena queda sobre a expressao da GLO1 no grupo
tratado com a curcumina. Desta forma, sugere-se que o resveratrol e a piperina influenciam a
atividade da GLO1 de forma pos traducional, uma vez que ndo alteram sua expressao.

VariacOes na concentracao de lactato podem ocorrer como consequéncia de disturbios
em qualquer estagio da via glicolitica. Desta forma, em continuidade aos experimentos, para
confirmar o dado exposto anteriormente e entendendo que o metabdlito final da via da
glioxalase é o D-Lactato, tornou-se importante avaliar a liberacdo desta substancia apds o
tratamento da MCF-7 com os valores de IC50 dos CBAs, como observado nas figuras 25, 26
e 27.
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Figura 25. Dosagem de D-Lactato produzido por células MCF-7 tratadas com resveratrol por 24
horas. As células foram incubadas com resveratrol, na concentragdo de 131 uM ou veiculo (DMSO
0,5%) por 24 horas. Apo6s o tratamento, aliquotas do meio de cultura foram coletadas nos tempos O,
15, 30, 45, 60 e 120 minutos e incubadas em um tamp&o de hidrazina, pH 9,2, com NAD" e lactato
desidrogenase (LDH) para mensuracdo da liberacdo de lactato. Como controle positivo do
experimento, no 30° minuto foi adicionado 2 pg/ mL de antimicina-A ao meio. Os resultados sdo
expressos como pMol de lactato/ 10° células comparados com o controle e os valores representam
médias + SE (n = 3).
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Figura 26. Dosagem de D-Lactato produzido por células MCF-7 tratadas com curcumina por 24
horas. As células foram incubadas com curcumina, na concentracdo de 24,5 UM ou veiculo (DMSO
0,5%) por 24 horas. Apos o tratamento, aliquotas do meio de cultura foram coletadas nos tempos 0,
15, 30, 45, 60 e 120 minutos e incubadas em um tamp&o de hidrazina, pH 9,2, com NAD" e lactato
desidrogenase (LDH) para mensuracdo da liberacdo de lactato. Como controle positivo do
experimento, no 30° minuto foi adicionado 2 pg/ mL de antimicina-A ao meio. Os resultados sdo
expressos como pMol de lactato/ 10° células comparados com o controle e os valores representam
médias + SE (n = 3).
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Figura 27. Dosagem de D-Lactato produzido por células MCF-7 tratadas com piperina por 24
horas. As células foram incubadas com piperina, na concentragdo de 94,5 uM ou veiculo (DMSO
0,5%) por 24 horas. Apos o tratamento, aliquotas do meio de cultura foram coletadas nos tempos 0,
15, 30, 45, 60 e 120 minutos e incubadas em um tampé&o de hidrazina, pH 9,2, com NAD" e lactato
desidrogenase (LDH) para mensuracdo da liberagdo de lactato. Como controle positivo do
experimento, no 30° minuto foi adicionado 2 pg/ mL de antimicina-A ao meio. Os resultados sdo
expressos como pMol de lactato/ 10° células comparados com o controle e os valores representam
médias + SE (n = 3).
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Conforme € possivel observar nas figuras 25, 26 e 27, quando as células do grupo
controle foram expostas a antimicina-A no 30° minuto da curva realizada, observou-se uma
diferenca na liberacdo de lactato no meio de cultura das células controle em relacdo as células
controle antimicina-A, que demonstraram uma producdo aumentada de lactato. A antimicina-
A inibe o complexo Il da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial gerando um aumento
na producdo de lactato pelas células por inibir a fosforilagdo oxidativa e, por esta razéo, este
resultado é esperado, sendo utilizado como um controle positivo e indicando o bom
funcionamento das mitocondrias. Porém, nossos resultados mostram que o mesmo estimulo
ndo ocorre nas células tratadas com o resveratrol ou curcumina ou piperina nos grupos
expostos a antimicina-A, ndo havendo diferenca sobre a liberagdo de lactato em relagéo ao
grupo tratado apenas com um dos CBAs, indicando, desta forma, um possivel dano a
mitocondria da célula, gerado pela presenca dos CBAs. Este resultado corrobora com nosso
dado, previamente demonstrado, sobre a alteracdo no potencial de membrana mitocondrial da
MCF-7, pds-exposicdo aos CBAs, por 24 horas.

Como a geragdo de a-oxaldeidos estd associada a alta utilizacdo de glicose pelas
células, tornou-se importante avaliar se o meio de incubacdo teria influéncia sobre a
citotoxicidade induzida pelos CBAs. Sendo assim, diferente do meio de cultura utilizado nos
demais experimentos, incubamos as células em um meio contendo alta concentracdo de

glicose, e sem insulina (figura 28).
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Figura 28. Efeito dos a-oxaldeidos e dos compostos bioativos na viabilidade das células MCF-7
em 24 horas em meio com alta glicose e sem insulina. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas
de 96 pocos em meio D-MEM com 10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO;
a 37 ° C em ar umidificado contendo 5% de CO,. Os CBAs: Resveratrol (A), Curcumina (B), Piperina
(C) foram adicionados em diferentes concentracdes como indicado nas abcissas. As células foram
incubadas com as substancias por 24 h. Os resultados sdo expressos como % comparados com 0

controle. Os valores representam médias + SE (n = 3).

As curvas expressas na figura 28 geraram 0s seguintes valores de I1C50: para o
resveratrol de 158 puM, para curcumina de 35,97 UM e para piperina de 106,9 uM. Estes
valores nédo ficaram distantes dos valores de IC50 estabelecidos no tratamento com os CBAs

em um meio com baixa glicose por 24 horas, iguais a: Resveratrol 131 uM, curcumina 24,5
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MM e piperina 94,5 pM. Entende-se, desta forma, que o meio utilizado ndo influenciou a
citotoxicidade induzida pelos CBAs a MCF-7.

A fim de entendermos se a associacdo dos CBAs pode ou ndo apresentar efeito
sinérgico ou antagbnico sobre a linhagem MCF-7, tornou-se importante combinar o0s
compostos bioativos em pares, segundo Yang & Liu (2009). Para isso, de acordo com o 1C50
de cada composto previamente determinado, aquele que obteve, isoladamente, um efeito
melhor sobre a viabilidade celular da MCF-7, definido por uma concentracdo menor de IC50,
foi testado nas seguintes concentracfes: 0,125 x IC50; 0,25 x IC50; 0,5 x 1C50; 0,75 x 1C50;
1,0 x IC50; e 1,25 x 1C50. O composto associado foi combinado ao anterior nas seguintes
concentragdes: 0,125 x (IC50)/2; 0,25 x (1C50)/2; 0,5 x (1C50)/2; 0,75 x (IC50)/2; 1,0 x
(IC50)/2; e 1,25 x (IC50)/2 (figura 29, 30 e 31).

1201

Viabilidade Celular (% controle)

Figura 29. Efeito da combinagdo entre a curcumina e o resveratrol na viabilidade das células
MCF-7 em 24 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 po¢os em meio D-MEM com
10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO3; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 ° C em
ar umidificado contendo 5% de CO,. As substancias curcumina e resveratrol foram associadas, onde a
concentragdo do CBA mais citotoxico a MCF-7 (curcumina) é associada a outro CBA menos
citotoxico na mesma concentracdo, porém dividido por 2 (resveratrol). Os resultados sdo expressos

como % comparados com o controle. Os valores representam médias + SE (n = 3).
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Figura 30. Efeito da combinac&o entre a curcumina e a piperina na viabilidade das células MCF-
7 em 24 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos em meio D-MEM com 10%
de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 ° C em ar
umidificado contendo 5% de CO,. As substancias curcumina e piperina foram associadas, onde a
concentragdo do CBA mais citotoxico a MCF-7 (curcumina) é associada a outro CBA menos
citotoxico na mesma concentracdo, porém dividido por 2 (piperina). Os resultados sdo expressos como

% comparados com o controle. Os valores representam médias + SE (n = 3).
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Figura 31. Efeito da combinacéo entre a piperina e o resveratrol na viabilidade das células
MCF-7 em 24 horas. Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 po¢os em meio D-MEM com
10% de soro fetal bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 ° C em
ar umidificado contendo 5% de CO,. As substancias piperina e resveratrol foram associadas, onde a
concentragcdo do CBA mais citotdxico & MCF-7 (piperina) é associada a outro CBA menos citotdxico
na mesma fracdo, porém dividido por 2 (resveratrol). Os resultados sdo expressos como % comparados

com o controle. Os valores representam médias + SE (n = 3).
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Conforme observado nas figuras 29, 30 e 31, os trés resultados de associagdo entre 0s
CBAs apresentaram o mesmo perfil. Diante deste dado, utilizamos o programa Calcsym para
realizar os calculos sobre sinergismo e antagonismo conforme pode ser observado na tabela 2.
Esta tabela indica que todas as combinacGes entre os CBASs, realizadas neste trabalho,
demonstraram um efeito de sinergismo sobre a a¢édo citotoxica dos CBAs as células de cancer
de mama MCF-7.

CBAs Efeito da combinagéo Acéo
Curcumina + Resveratrol 0,5862 Sinergismo
Curcumina + Piperina 0,6666 Sinergismo
Piperina + Resveratrol 0,4759 Sinergismo

Tabela 2. Efeito da combinacgédo entre os CBAs na viabilidade das células MCF-7 em 24 horas.
Células MCF-7 foram plaqueadas em placas de 96 pocos em meio D-MEM com 10% de soro fetal
bovino, 2,0 g/L de HEPES, 2,2 g/L de NaHCO; e 5,0 ng/ml de insulina a 37 ° C em ar umidificado
contendo 5% de CO,. As substancias curcumina e resveratrol, curcumina e piperina e piperina e
resveratrol foram associadas, onde a concentragdo do CBA mais citotoxico a MCF-7 é associada a
outro CBA menos citotdxico na mesma concentra¢do porém dividido por 2. O célculo de sinergismo

foi realizado por meio do programa Calsym.
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7 DISCUSSAO

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que o elevado consumo de frutas e hortalicas
demonstra um efeito protetor as doencas cardiovasculares e ao desenvolvimento de cancer e,
neste sentido, diversas hipoteses podem ser elucidadas para explicar o efeito benéfico do
consumo continuo destas substancias (ARTS & HOLLMAN, 2005; WANG e cols., 2014).

Os niveis de MGO e GO, em adultos saudaveis, sdo controlados atraves do equilibrio
entre sua geracdo enddgena, consumo exodgeno e sua degradacdo por meio de um sistema
enzimatico conhecido como sistema da glioxalase. O consumo elevado dos o-oxaldeidos é
resultado do abuso de escolhas alimentares indevidas, como o consumo de alimentos fritos e
assados, ricos em acucares, assim como, pela alta exposicdo a poluicdo e ao tabaco, habitos
tipicos da sociedade moderna (WANG & CHANG, 2010).

Este estudo investigou a acdo dos compostos bioativos, resveratrol, piperina e
curcumina, sobre as células de cancer de mama MCF-7. Investigou-se ainda, o efeito dos a-
oxaldeidos, GO, MGO e da 3-DG, precursores dos AGEs, sobre a mesma linhagem celular.
Foi possivel identificar que todos os compostos, com excecdo da 3-DG, se apresentaram
citotoxicos a MCF-7, sendo o efeito de citotoxicidade tempo e dose dependente. Entre os
CBAs, a curcumina demonstrou-se com o maior efeito citotoxico uma vez que apresentou o
menor valor de 1C50 entre todos 0s CBAs em 24 horas e 48 horas de tratamento. A piperina,
em 48 horas de tratamento, demonstrou 0 maior aumento sobre sua toxicidade em relacdo aos
demais CBAs. Este resultado ndo foi interferido pela quantidade de glicose no meio de
cultura. Mukherjee e cols. (2013) descreveram o efeito citotdxico da curcumina em tecido de
cancer de mama humano, demonstrando, pela primeira vez, que a curcumina inibe a migragao
de células de cancer de mama induzindo defeitos no processo de transicdo por meio do
epitélio-mesenquimal. Greenshields e cols. (2015) também descreveram atividades citotoxicas
da piperina as células de céncer de mama MDA-MB-231, por meio de inibicdo do
crescimento celular, inducdo a apoptose e impedimento de migracéo.

Os a-oxaldeidos, GO e MGO, apresentaram efeitos muito menos toxicos em
comparagdo aos CBAs as células MCF-7. O efeito toxico destes compostos em células
saudaveis tem sido bastante referenciado na literatura (BROWNLEE, 2005; GAENS e cols.,
2013; CHIAVARINA e cols., 2014). Concentrac6es fisioldgicas de MGO sao relatadas entre
1 a2 uM em humanos. Em células humanas saudaveis, como células de Schwann, células da

retina, do glomérulo renal e células do tecido nervoso, valores entre 200 uM a 1000 uM
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demonstram efeitos deletérios (THORNALLEY e cols., 1999; JAN e cols., 2005; RABBANI
& THORNALLEY, 2008; SCHMIDT e cols. 2010).

O aumento da quantidade de a-oxaldeidos nas células € dado tanto pela geracdo destes
durante processos metabolicos, quanto por meio da via de glicolise. Estes compostos se
ativam ap0s sua ligacdo ao receptor para 0s AGEs (RAGE ou AGER, do inglés Advanced
Glycation End-products Receptor), uma proteina de aproximadamente 45 kDa. O RAGE é um
membro da superfamilia das imunoglobulinas de superficie celular, expresso em varios tipos
celulares como, por exemplo, endotélio vascular, musculo liso, mondcitos, macréfagos,
células do epitélio glomerular e células neuronais, porém em baixos niveis em homeostase
(TAKINO e cols., 2010). Em situacdes de aumento de atividade celular ou estresse, como no
desenvolvimento do DM, na inflamac&o, na doenca de Alzheimer e no cancer, a expressao do
RAGE ¢é aumentada. Nos ultimos anos, estudos mostraram que 0 RAGE pode possuir uma
funcéo central na regulacdo de tumores (SPARVERO e cols., 2009; PAN e cols., 2014; QIAN
e cols., 2014). Neste estudo, em 24 horas de tratamento, encontramos um valor de IC50 de
aproximadamente 2,8 mM para 0 GO e 0 MGO. Estes valores aumentados para o efeito de
citotoxicidade podem ser justificados pela otimizacdo do sistema de detoxificacdo
desenvolvidos pelas células de cancer durante seu processo mutagénico.

Conforme descrito anteriormente, por otimizar a via glicolitica, uma das principais
vias de formagdo de a-oxaldeidos, as células de cancer poderiam sofrer os efeitos da
toxicidade induzida pelo MGO e GO, porém, esta demonstrado na literatura, que o aumento
da expressdo da via da glioxalase, em diversos modelos de tumores, torna mais eficiente o
processo de detoxificacdo destes compostos, gerando protecdo a ceélula cancerosa
(GATENBY & GALLIES, 2004), o que pode justificar a concentracdo dos o-oxaldeidos téo
aumentada para efeito citotoxico nesta linhagem celular neste trabalho. No tratamento as
células MCF-7 com o a-oxaldeido 3-DG, ndo observamos efeito sobre a viabilidade das
células. A 3-DG ndo é um metabdlito utilizado com frequéncia nestes modelos experimentais,
pois ndo apresenta potencial citotoxico tdo expressivo quanto o0 GO e 0 MGO. Sato e cols.
(2013) demonstraram que 3-DG ndo apresenta efeito citotoxico as células de Schwann. Por
outro lado, Loarca e cols. (2013) observaram que o tratamento com MGO e 3-DG reduziram a
migracao, invasao e adesdo de células de cancer de figado, linhagens Huh-7 e HepG2, mas
sem efeito na linhagem Hep3B, mostrando que estes compostos apresentam efeitos diferentes

em linhagens celulares diferentes.
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As EROs sdo moléculas formadas ap6s uma reducdo incompleta de O, dentre as quais
se destacam 0 O,- ¢ o radical hidroxila (HO¢). O H,0, é outra molécula reativa de oxigénio de
importancia biologica, formada pela reducdo parcial do O,. As EROs sdo produzidas
constantemente na cadeia mitocondrial de transporte de elétrons e séo conhecidos subprodutos
da respiracdo celular e produto final de vérias reagcdes metabolicas (BRIEGER e cols., 2012).

Por ser quimicamente mais reativas que o O,, as EROs causam danos oxidativos a
proteinas, acidos nucleicos e lipidios. Porém, ao longo das ultimas décadas, ha uma crescente
valorizacdo sobre o papel das EROs como mediadores de sinalizacédo intracelular regulando
numerosas respostas fisiologicas e biologicas (SENA & CHANDEL, 2012).

Desde a descoberta de que alteragdes na membrana interna mitocondrial representam
um passo critico na regulacdo da via apoptotica intrinseca, as mitocondrias tém sido vistas
como organelas importantes no que se refere ao controle de proliferacdo e morte celular, bem
como Varios aspectos da sobrevivéncia da célula. Esta descrito que o aumento nos niveis de
EROs pode desencadear a diminuigdo do AYm (GALLUZI e cols., 2013) e este fato levar a
célula a morte. Ha evidéncias de que a taxa de producdo de EROs estd aumentada em células
de cancer quando comparadas as células normais. Além disso, a regulacdo e sinalizacdo redox
desempenham atribui¢Ges tanto na origem do tumor quanto na resposta a sua terapéutica.
Desta forma, as EROs apresentam funcgdes distintas na tumorigénese, podendo se associar as
vias de blogueio deste processo. Por outro lado, células normais possuem uma taxa menor de
geracdo de EROs e, desta forma, sofrem menos com esse desequilibrio do que as células
cancerosas (CAIRNS, 2011).

Neste sentido, 0 aumento da atividade e da expressdo de enzimas antioxidantes, bem
como, a utilizacdo de substancias com estas atividades se inserem nas perspectivas de controle
da tumorigénese. Antioxidantes minimizam as taxas de oxida¢cdo mesmo em baixas
guantidades, podendo atuar tanto na prevencdo da geracdo de EROs, quanto no controle e
reparo de sua acao deletéria (RAHAL e cols. 2014).

Os resultados deste trabalho mostram que tanto o resveratrol, quanto a piperina e a
curcumina, reduziram o A¥Ym. O acUmulo excessivo de MGO pode induzir modificacfes em
proteinas mitocondriais, como a Bcl-2 e o citocromo c, levando a disfuncdo da mitocondria e
aumento nos niveis de EROs. A partir do entendimento de que o aumento nos niveis de EROs
ou da glicacdo de proteinas mitocondriais podera desencadear a diminui¢cdo do potencial de
membrana mitocondrial, ja elucidado na literatura (BOTA & DAVIES, 2001; RABBANI &
THORNALLEY, 2011; GALLUZI e cols., 2013), é provavel que o efeito citotdéxico do
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resveratrol e da curcumina, e em menor escala, da piperina, tenha gerado perda de A¥Ym e
esse fato esteja relacionado ao aumento da produgdo de EROs intracelular em fungdo do
aumento dos a-oxaldeidos causado pela diminuicdo da atividade da GLO1. E importante
considerar que a concentragdo intracelular de a-oxaldeidos ndo foi avaliada e este fato é tido
como uma limitacdo deste trabalho. Nass e cols. (2014) mostraram que células MCF-7
resistentes ao tamoxifeno, um potente quimioterapico, tratadas com GO e MGO, se tornaram
menos resistentes ao estresse oxidativo, o que pode ser explicado pelo aumento da producéo
de EROs e reducdo na expressdo do sistema de defesa antioxidante nos grupos tratados com
os a-oxaldeidos. A agdo pro-oxidante do MGO pode ser prevenida com inibidores de AGEs,
aumentando a razdo Bax/Bcl-2 e a ativacdo das caspases 3 e 9 (FIGAROLA e cols, 2014).

Compostos polifenodlicos como o resveratrol e a curcumina possuem um papel sobre o
estado redox intracelular. Estes compostos atuam como importantes antioxidantes celulares e
seus efeitos sdo dependentes da concentracdo utilizada e do tipo de célula em que atuam.
Porém, é proposto que o resveratrol também possa atuar como um agente pré-oxidante, sendo
este um dos mecanismos de acao antineoplasicos envolvidos na morte de células tumorais. Do
mesmo modo, ja foi demonstrado que o resveratrol diminui 0 A¥m e aumenta a geracdo de
EROs, promovendo apoptose (AZMI e cols., 2006).

Os antioxidantes, tais como a NAC e a GSH, tém sido utilizados como ferramentas
para investigar o papel de EROs em numerosos processos bioldgicos e patologicos. A NAC
promove a sintese da GSH aumentando a disponibilidade de cisteina, elevando assim 0s
niveis de gama-glutamil-cisteina-sintetase, enzima limitante sobre a rota de formacdo de GSH
(KUMAR e cols., 2014). Com o intuito de definir um dos mecanismos de toxicidade dos
CBAs a MCF-7, e entendendo que algum comprometimento celular associado a presenca de
EROs no nosso modelo de estudo poderia estar ocorrendo, resolvemos avaliar o efeito dos
antioxidantes GSH e do seu precursor, a NAC, neste modelo de pesquisa. Concentracdes
crescentes de NAC e GSH ndo interferiram sobre a viabilidade celular da MCF-7, porém,
quando a cultura celular foi pré-tratada com o antioxidante e pds-tratada com os CBAs
isolados, nos seus valores de 1C50 previamente estabelecidos, ocorreu a diminui¢do do efeito
toxico dos CBAs sobre a viabilidade celular, demonstrando um efeito protetor dos
antioxidantes a acao citotoxica dos CBAs. Sugere-se, desta forma, que a acdo citotoxica dos
CBAs a MCF-7 estd associada a atividades pro-oxidantes ou a otimizacdo do sistema da
glioxalase na detoxificagdo dos a-oxaldeidos, MGO e GO, uma vez que este sistema é
dependente de GSH.
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Células cancerosas apresentam um aumento na demanda por glicose em razdo da
elevada taxa de mitose que sustenta a proliferacdo celular. Desta forma, células tumorais
apresentam uma elevada taxa glicolitica e aumento da formacdo de MGO e GO (GATENBY
& GALLIES, 2004). Entendendo que a atividade da GLO1 tem uma correlacdo positiva com
as concentracdes celulares de GSH (THORNALLEY e cols., 2011), elucidamos sobre a
possibilidade da protecdo gerada pelo pré-tratamento com os antioxidantes, mostrada
anteriormente, estar associada a otimizacdo das vias de detoxificacdo dos a-oxaldeidos. Para
isso, a atividade da enzima GLO1 foi avaliada no tratamento por 24 horas com cada CBA
isolado e comparada as células que sofreram o pre-tratamento com o GSH e pos-tratamento
com os CBAs isolados. Com os dados gerados, foi possivel relacionar o efeito citotoxico dos
CBAs sobre a MCF-7 a queda da atividade da GLO1, enzima responsavel em converter o
citotoxico MGO ao ndo tdéxico D-lactato, utilizando a GSH como cofator da reacdo
enzimética. Observa-se que os CBAs reduzem a atividade da GLO1, e este efeito é dose
dependente, isto é, quanto maior a concentracdio do CBA menor a atividade da enzima.
Quando as células foram pré-tratadas com o GSH, antioxidante e co-fator da GLO1,
percebemos o mesmo efeito protetor do GSH sobre a acdo dos CBAs a atividade da enzima
observado sobre a citotoxicidade do CBAs a MCF-7, corroborando os dados achados neste
trabalho.

O répido crescimento dos tumores, bem como sua elevada taxa anabdlica, acompanha
a regulacdo de caminhos de geracdo de ATP que consigam suportar o crescimento e a
proliferacdo celular. O aumento da utilizacdo da via glicolitica, nestas células, se associa ao
aumento da geracdo de lactato, metabolito que cria um ambiente mais acido e, desta forma,
facilita a invasdo do tumor. Assim, a alta utilizacdo de glicose por células cancerosas tem por
consequencia adaptacOes seletivas a estes tipos celulares, importantes para sua sobrevivéncia
(AMOEDO e cols., 2011). Entendendo que a liberacdo de lactato poderia estar influenciada
no nosso modelo de pesquisa, tanto em razdo do metabolismo glicolitico, quanto pela
atividade das enzimas do sistema da glioxalase, que produzem como metabdlito final o
lactato, tornou-se importante avaliar a liberacdo de D-lactato pela MCF-7 apds o tratamento
com o resveratrol ou a curcumina ou a piperina. Assim sendo, apds 24 horas de tratamento,
observamos que as quantidades de lactato ndo diferiram entre o grupo controle e o0 grupo
tratado com 0 CBA, mesmo a atividade da GLO1 estando diminuida no grupo tratado com as
substancias. Entende-se que o sistema da glioxalase ndo é o principal sistema de geracdo de

lactato pela célula, pois a maior parte do lactato produzido pelas células é por meio da via
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glicolitica (KROEMER & POUYSSEGUR, 2008), e, provavelmente, por esta razdo, estes
valores de concentracdo final de D-lactato ndo foram influenciados. Porém, quando
comparamos a liberacdo de D-lactato em uma curva de 0 a 120 minutos, utilizando a
antimicina-A, um inibidor do complexo 11l da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e
inibidor da fosforilacdo oxidativa, percebemos que, nos grupos tratados com os CBAs, em
relagdo aos grupos tratados com os CBAs em adi¢do a antimicina-A, ndo ocorreu um aumento
na liberacdo de lactato, diferente do grupo controle quando comparado ao grupo controle
antimicina-A, que demonstrou um aumento significativo na liberacdo de D-lactato. Estes
dados sugerem que a mitocéndria das células MCF-7 estaria sofrendo prejuizos em razdo da
acdo citotoxica dos CBAs, uma vez que a antimicina-A ndo ocasionou um aumento da
liberacdo de lactato por essas células. Tal dado corrobora aos resultados de variacdo do AWm,
indicando que a acdo dos CBAs gera dano a mitocondria das células MCF-7.

Em razdo dos niveis aumentados de MGO, a mutagénese do cancer se associa com 0
aumento da expressdao da GLO1, a fim de detoxificar o excesso de a-oxaldeidos e impedir a
morte celular (WARNER e cols., 2010). Neste estudo, mostramos que os CBAs, em 24 horas
de tratamento, diminuem a atividade da GLO1, influenciando sua expressdo apenas no grupo
tratado com curcumina, porém a expressao da enzima nao é alterada nos grupos tratados com
resveratrol e piperina. Desta forma, sugerimos que o resveratrol e a piperina influenciam a
atividade da GLO1 de forma p6s traducional, uma vez que ndo altera sua expressdo. O
aumento dos a-oxaldeidos intracelulares, gerados pelo prejuizo da atividade da GLO1, podera
comprometer o ciclo celular e ser responsabilizado pela morte da MCF-7 neste modelo de
pesquisa. Zhang e cols. (2014) mostraram que a inducdo ao aumento da expressao e atividade
da GLO1 mostrou-se eficaz na citotoxicidade as células de carcinoma hepatocelular HuH-7.
Santel e cols. (2008) mostraram que a curcumina, na concentracdo de 50 UM, pode atuar
como um inibidor competitivo da GLO1 em células de cancer de mama JIMT-1, pois diminui
sua expressdo, podendo assim estar relacionada a acdo quimioterapica, uma vez que prejudica
0 mecanismo de detoxificagdo do MGO e GO. Apesar de ndo termos avaliado a concentracédo
intracelular dos a-oxaldeidos, a redugdo da atividade da GLO-1 a partir da incuba¢do com 0s
CBAs, sugere um possivel aumento intracelular de MGO e GO na MCF-7, justificando o
dano citotoxico gerado neste trabalho.

Sabemos que os alimentos ndo séo ingeridos isoladamente e a literatura nos mostra
que alguns compostos geram um efeito sinérgico quando utilizados em associagdo a outros
(YANG & LIU, 2009; HUQ e cols., 2014). O uso da combinagdo, em concentragdes
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reduzidas, de agentes preventivos e terapéuticos se associa a reducdo de possiveis efeitos
toxicos desta exposicao e melhora na eficécia de tratamentos. Teoricamente, a combinacdo de
substancias, sejam CBAs ou drogas farmacéuticas, pode permitir a administracdo de
concentracdes menores de cada composto, minimizando assim possiveis efeitos colaterais aos
pacientes (LIU, 2003). Nota-se que na quimioterapia existe uma melhor efetividade quando
maltiplas drogas sdo utilizadas por meio de mecanismos complementares, otimizando os
resultados associados aos alvos moleculares em razdo da resposta sinérgica do tratamento
(SYLVESTER e cols., 2010). Desta forma, finalizamos nosso trabalho demonstrando que a
associacgdo do resveratrol e da curcumina, resveratrol e pipeirna e da piperina e curcumina,
geraram um efeito sinérgico de citotoxicidade & MCF-7. Khairunnisa e cols. (2015)
mostraram que a combinacdo de gingerol e tocotrienol aumentaram a citotoxicidade e
apoptose, sem ativacdo da caspase-3 em células HT-29 e SW837 de cancer coloretal. Wicha e
cols. (2010) demonstraram que a piperina associada a curcumina melhora os efeitos benéficos
da segunda em até 2000% em células de mama. No estudo de Hsieh e cols. (2008) tambem foi
observado sinergismo nas atividades pro-apoptéticas do resveratrol e da epigalocatequina-3-

galato, quando associados, em células de cancer de mama MCF-7.
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8 CONCLUSOES

Este trabalho possibilitou o acimulo das seguintes conclusdes:
- O resveratrol, a curcumina e a piperina, isolados e associados, bem como o metilglioxal e o
glioxal, isolados, reduziram a viabilidade das células MCF-7 em 24 horas de tratamento (tanto
quando isolados, quanto quando associados) e em 48 horas de tratamento (quando isolados),
indicando um potencial efeito quimioterapico destes compostos a MCF-7;
- A 3-deoxiglicosona nédo gerou efeito toxico sobre as células MCF-7, ndo estando associada a
efeitos quimioterapicos a esta linhagem celular neste modelo de estudo;
- A curcumina foi o composto bioativo que apresentou o maior efeito citotoxico 8 MCF-7 em
relacdo aos outros CBAs testados;
- A associagdo de resveratrol com a curcumina, do resveratrol com a piperina e da piperina
com a curcumina, resultaram na potencializacdo sinérgica dos efeitos citotoxicos dos
compostos as células MCF-7, sugerindo a utilizacdo dos CBAs de maneira associada uma vez
que assim seu efeito quimioterapico € potencializado;
- O pré-tratamento com os antioxidantes NAC e GSH protegeu as células MCF-7 ao efeito
citotoxico dos CBAs, sugerindo que o mecanismo de citotoxicidade induzida pelos CBAs a
MCF-7 esta associado a geracao de EROs;
- O tratamento com resveratrol ou com a curcumina ou com a piperina diminuiu o potencial
de membrana mitocondrial das células MCF-7, sugerindo assim a geracdo de EROs motivada
pela exposicao aos CBAS;
- A atividade da GLO1 diminuiu no tratamento da MCF-7 com resveratrol, piperina e
curcumina e esta queda foi dose dependente, sugere-se assim que estes CBAs prejudicam a
atividade da enzima que metaboliza os a-0xaldeidos, podendo este ser um dos mecanismos de
citotoxicidade dos CBAs & MCF-7. E possivel ainda que a geracdo de EROs induzida pela
exposicdo aos CBAs interfira na fungdo do GSH como cofator do sistema da glioxalase,
prejudicando o mecanismo de detoxificacdo dos a-oxaldeidos. Ressalta-se que a avaliagdo da
concentragdo dos a-oxaldeidos, bem como do GSH nas células tratadas com os CBAs, torna-
se importante para consolidacdo desta hipdtese e este fato é uma limitacdo deste trabalho;
- A curcumina gerou o melhor efeito sobre a queda da atividade da GLO1 em relagcdo aos
demais CBAs;
- Em um experimento preliminar, a expressdao da GLO1 foi alterada no tratamento por 24

horas com a curcumina;
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- O conjunto de resultados obtidos nesta tese propicia o desenvolvimento de um esquema o
qual demonstra os efeitos do resveratrol, da curcumina, da piperina e dos a-oxaldeidos nas
células MCF-7 (figura 32).
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Figura 32. Influéncia dos CBAs e dos o-oxaldeidos sobre a MCF-7: Dano
mitocondrial e prejuizo sobre a atividade da GLOL.
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