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Apresentacao

A presente dissertacdo foi elaborada no modelo de artigo cientifico no qual
segue os topicos de introducdo, objetivo geral, objetivos especificos, material e
métodos, conclusdo e referéncias bibliogréaficas. Os resultados obtidos e a discussdo
estdo apresentados no manuscrito que sera submetido para a revista Journal of
Natutal Products (anexo 1).
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Resumo

O cancer de mama é o segundo tipo mais comum de cancer e o responsavel pela maioria das
mortes de mulheres no mundo. A quimioterapia com 0 uso de antineoplasicos como a
Doxorrubicina (DOX) e Melfalano (MEL) é utilizada no tratamento do cancer de mama,
entretanto, esse tipo de terapia ndo atua apenas nas células tumorais, mas também nas células
saudaveis, resultando nos efeitos colaterais conhecidos. Sabe-se que os produtos naturais
podem atuar impedindo o processo de formacgédo do tumor, além de apresentarem toxicidade
reduzida quando comparados a terapia convencional. Os polifendis Polydatin (POLY),
encontrado na uva, e o Oxyresveratrol (OXY), encontrado na amora, apresentam Vvarios
efeitos bioldgicos descritos, entretanto, seus mecénismos de acdo no cancer de mama nao
estdo completamente elucidados. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito dos polifendis
POLY e OXY e dos quimioterapicos DOX e MEL, isolados e associados em culturas de
celulas de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. Nas células ndo tumorais MCF-10A,
POLY e OXY ndo apresentaram efeito citotdxico e POLY ndo apresentou efeito citotoxico
em células tumorais. Além disso, nossos resultados mostraram que OXY, DOX e MEL
apresentaram citotoxicidade na linhagem MCF-7 com ICsg de 164,10 uM, 22,60 uM e 155,50
MM, e para a linhagem MDA-MB-231 1Cso de 287,08 puM, 32,55 pM e 240,26 pM,
respectivamente, com alteragdes morfoldgicas observadas na microscopia de campo claro
apos 24 horas de tratamento. A associacdo de OXY, DOX e MEL reduziu a viabilidade
celular de maneira dose dependente, com reducdo de 4,0 e 5,0 vezes as concentraces de
DOX e MEL na linhagem MCF-7, respectivamente, e 16 vezes as concentra¢des de DOX e
MEL na linhagem MDA-MB-231. O OXY, DOX, MEL, OXY + DOX e OXY + MEL
alteraram a producdo de especies reativas de oxigénio e também 0 potencial de membrana
mitocondrial (A¥m) nas células de cancer de mama. As associagdes OXY, DOX e MEL foram
capazes de alterar o ciclo celular, DOX e OXY + DOX levam as células a necrose, além
disso, o0 OXY foi capaz de levar as células a apoptose e a regulacdo positiva da caspase-3 nas
células MDA-MB-231. Em resumo, nossos resultados demonstraram o efeito anti-cancer de
mama in vitro do OXY e suas associacdes com agentes quimioterapicos, e ndo apresentou
efeito toxico em células ndo-tumorais, sugerindo esse composto bioativo como um promissor

candidato para ensaios clinicos.
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ABSTRACT

Breast cancer is the second most common type of cancer and the one responsible for most
deaths in women in the world. Chemotherapy with the use of antineoplastic agents such as
Doxorubicin (DOX) and Melfalan (MEL) is used in the treatment of breast cancer, however,
this type of therapy acts not only on tumor cells, but also on healthy cells, resulting in side
effects known. It is known that natural products can act by preventing the tumor formation
process, in addition to presenting reduced toxicity when compared to conventional therapy.
The polyphenols Polydatin (POLY) found in the grape and the Oxyresveratrol (OXY) found
in blackberry have several biological effects described, however, their mechanisms of action
in breast cancer are not completely elucidated. The aim of this study was to investigate the
effect of POLY, OXY and chemotherapy drugs Doxorubicin (DOX) and Melphalan (MEL),
isolated and associated in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell cultures. In MCF-
10A cells, a non-tumor cells, POLY and OXY showed no cytotoxicity effects and POLY
does not present cytotoxic effect in tumor cells. Besides, our results showed that OXY,
DOX and MEL presented cytotoxicity in MCF-7 with 1Cso of 164.10 uM, 22.60 uM and
155.50 uM, and for MDA-MB-231 287.08 uM, 32.55 uM and 240.26 UM, respectively,
after 24 hours of treatment and with morphological changes observed from light
microscopy. The association of OXY, DOX and MEL reduced the cell viability in a dose-
dependent manner with decrease of 4.0- and 5.0-fold the concentrations of DOX and MEL
in MCF-7, respectively, and 16-fold the concentrations of DOX and MEL in MDA-MB-
231. The OXY, DOX, MEL, OXY + DOX and OXY + MEL alter the reactive oxygen
species production and also A¥m in breast cancer cells. The OXY, DOX or MEL, and
associations were able to alter the cell cycle, DOX and OXY + DOX leads the cells to
necrosis, besides OXY was able to lead the cells to apoptosis and upregulate caspase-3 in
MDA-MB-231 cells. In summary, our results demonstrated the in vitro anti-breast cancer
effect of OXY and its associations with chemotherapeutic agents, however not in non-tumor
cells, suggesting that this bioactive compound may be considered as a promising candidate

for clinical trials.
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1. Introducéo

1.1 O cancer

A palavra cancer foi utilizada pela primeira vez por Hipdcrates (460 a 377
a.C.), de origem grega, Karkinos, significa caranguejo, devido a compara¢do com o
seu modo de desenvolvimento infiltrante, aderindo a areia, sendo dificil a sua
remocdo. No entanto, os primeiros relatos da doenca sdo descritos em antigos
manuscritos egipcios, escritos entre 1500 e 1600 anos a.C. Dentre os achados
historicos, o papiro de Smith, escrito possivelmente por Imhotep, 0 médico arquiteto
que projetou e construiu a piramide de degraus em Sakkara no século 30 a.C. contém
as primeiras referéncias ao cancer de mama, advertindo que quando esses tumores de
peito sdo frios ao tocar, inchados e se espalham, nenhum tratamento seria bem
sucedido (Faguet et al., 2015).

Atualmente, sabe-se que o cancer é um conjunto de mais de 100 doencas que
possuem em comum 0 crescimento rapido e invasivo de células com mutagdes em
seu genoma. As alteracbes genéticas que promovem o desenvolvimento tumoral
ocorrem em duas classes de genes que regulam a célula, os proto-oncogenes, que
promovem o crescimento e 0s genes supressores de tumor, que inibem o crescimento
celular. Essas alteracdes na expressdo ou funcdo de genes essenciais para a
manutencdo da homeostasia celular provocam a perda da capacidade da célula em
responder aos sinais de proliferacdo, diferenciagdo e morte, adquirindo autonomia de
crescimento e tornando-se independentes de controles externos (Freitas et al., 2010).
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores, que podem espalhar-se para
outras regides do corpo (INCA, 2020).

O processo da carcinogénese (Figura 1) acontece de forma lenta e gradativa,
podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa se prolifere e dé origem a
um tumor visivel. Este processo envolve uma série de mudancas genéticas e
epigenéticas em niveis morfoldgicos, celulares e moleculares, podendo ser dividida
em trés estdgios principais: iniciacdo, promocdo e progressao tumoral (INCA, 2020;
Vincent & Gatenby, 2008; Pitot, 2007).



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

A etapa de iniciacdo é caracterizada por alteracdes genéticas estruturais
irreversiveis, que ocorrem no DNA da célula a partir da exposicdo a agentes
mutagénicos, tais como, agentes fisicos (ex. radiac@es ionizantes e luz ultravioleta),
bioldgicos (ex. virus) ou quimicos (ex. hidrocarbonetos policiclicos arométicos e
nitrosamina). Em geral, é necessaria a exposicdo repetida aos carcin6genos para que
haja o desenvolvimento tumoral (Dayem et al., 2016; Béliveau & Gingras, 2007).

A etapa de promocdo esté relacionada a proliferacdo de celulas que foram
iniciadas e sofrem o efeito dos agentes cancerigenos classificados como
oncopromotores. E considerada uma etapa reversivel da tumorigénese, pois a
suspensdo do contato com o0s agentes promotores, muitas vezes interrompe o
processo nesse estagio. Nesta fase originam-se as células pre-cancerosas (Dayem et
al., 2016; Vincent & Gatenby, 2008; Béliveau & Gingras, 2007).

A etapa de progressdao tumoral é o estdgio final na qual as células se
transformam gradualmente para o estado maligno. Nesta fase, as células alteradas se
multiplicam descontroladamente e de forma irreversivel. A metastase e a
invasividade fazem parte deste estagio e com o cancer instalado, surgem as primeiras
manifestagdes clinicas da doenca e representam mais de 90 % das mortes por cancer
(Dayem et al., 2016; Vincent & Gatenby, 2008; Perret & Crépin, 2008; Steeg, 2006).



1.2 Cenario mundial e nacional do cancer de mama

O céancer é um problema de salde publica mundial, de acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), pois representa uma das principais causas de
morte no mundo. Para 0 ano de 2040 sdo estimados 29.5 milhGes de novos casos de
cancer em todo o mundo, 17 milhdes de mortes pela doenga e 75 milhdes vivendo com
esta enfermidade, com dados apontando para uma maior incidéncia dos casos em paises
de baixa e média rendas (OMS, 2020). O cancer de mama no mundo é a maior causa de
morte por cancer em mulheres com cerca de 2,1 milhdes de casos novos e 627 mil

obitos pela doenca (Bray et al., 2018).

No Brasil, estima-se para o biénio 2020-2022, a ocorréncia de 625 mil novos
casos, sendo o cancer de mama o0 mais incidente em mulheres com 66.280 mil casos,

com um risco estimado de 61.61 casos a cada 100 mil mulheres (Figura 2).

Distribuic¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Prostata 65.840 29,2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Cdlon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20.470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do utero 16.590 7,4%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,brénquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estomago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

" *Nameros arredondados para multiplos de 10.

Figura 2. Os dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 no Brasil. Fonte:
INCA, 2020.

De acordo com os Estados brasileiros, o cancer de mama é mais frequente em
mulheres das Regides Sul com 71.16/100 mil, Sudeste com 81.06/100 mil, seguidas das
regides Centro-Oeste com 45.27/100 mil e o Nordeste com 44.29/100 mil habitantes. Na
Regido Norte, é o segundo tumor mais incidente com 21.34 casos para cada 100 mil
habitantes. A neoplasia de mama tem como caracteristica a maior incidéncia e mortalidade
na populacdo feminina, porém, também acomete homens, representando 1.2% do total dos

Casos.



No ano de 2017, foram contabilizados cerca de 16.927 6bitos, sendo16.724 mulheres e 203
homens. Sendo o céancer de préstata o mais incidente na populacdo masculina (INCA,
2017).

1.3  Ascélulas de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 e suas classificacdes

moleculares

A classificacdo clinica do cancer de mama é baseada nos diferentes perfis de
expressao génica, possibilitando a identificacdo de subtipos moleculares distintos (Tabela
1). Os tumores luminais possuem similaridade com as células mamarias normais, que ficam
em contato direto com o lumen dos ductos mamarios. O subtipo luminal A, sdo positivos
para receptor de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP), além de apresentarem

baixo grau histoldgico (Sotiriou et al., 2003; Russnes et al., 2017).

Os subtipos luminal B, exibem RE, RP e fator de crescimento epidermal do tipo
2 (HER2) positivos, embora sejam expressos em baixos niveis, esses tumores
apresentam um alto indice de proliferacdo celular, conferindo um pior prognostico em

relacdo aos tumores luminais A (Ades et al., 2014).

O subtipo HER2 + possui elevada expressdo da oncoproteina HER2, porém
apresenta negatividade para receptores hormonais. Os pacientes com diagnostico
primario de carcinoma mamario com expressao de HER2 possuem um pior prognostico
em relacdo a pacientes que ndo apresentam essa amplificacdo génica (Cirqueira et al.,
2011; Arteaga et al., 2011).

Entre os tumores triplo-negativos (TTN), 80 a 90% se enquadram no subtipo
molecular basal-Like, esses possuem baixa expressdo do gene BRCAL e alta expressao
de citoceratina 5 (CK5) e receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Essas
caracteristicas nos genes expressos demonstram um prognostico mais reservado,
associado a menor sobrevida dos pacientes (Yadav et al., 2015; Cirqueira et al., 2011;
Arteaga et al., 2011).

O subtipo claudin-low, € caracterizado por uma baixa expressdo de proteinas
claudinas 3, 4 e 7 e Ki67, em conjunto com o aumento de marcadores relacionados a

transicao epitelial-mesenquimal, o que pode favorecer o potencial invasivo dessas células.



Apresentam uma baixa ou ausente expressdo de marcadores de diferenciagédo luminal e
moderada expressdo de genes de proliferagdo. E normalmente um carcinoma do tipo
ductal invasor com alta frequéncia de diferenciacdo metaplasica e medular, seu
imunofendtipo triplo negativo (TNBC, do inglés triple negative breast cancer) ER-, EP-
e HER2-, é relacionado ao mau progndstico (Cirqueira et al., 2011; Holliday & Speirs,
2011).

Tabela 1. Classificagdo molecular dos tumores de mama.

SUBTIPO MOLECULAR STATUS DO RECEPTOR
Lumial A RE+ e/ou RP+; HER2-
Lumial B RE+ e/ou RP+; HER2+
HER2+ RE-; RP-; HER2+
Basal-Like RE-; RP-; HER2-; CK5+ e/ou EGFR+
Triplo Negativo ou Claudin-low RE-; RP-; HER2-; CK5- e/ou EGFR-
Indeterminados Sem padrao molecular definido

Fonte: Adaptado de: Russnes et al., 2017; Cirqueira et al., 2011.

No presente estudo, foram utilizadas duas linhagens distintas, a MCF-7,
pertencente ao subtipo luminal A (Figura 3A), originalmente isolada pelo Dr. Soule e
colaboradores no Michigan Cancer Foundation-7 em 1970. Derivada de um derrame
pleural de uma paciente de 69 anos diagnosticada com carcinoma de mama metastatico,
essa linhagem possui caracteristicas de epitélio mamario diferenciado. Sao células que
possuem receptores de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP) (Soule et al.,
1973; Scherbakov et al., 2019; Siddiga et al., 2008; Cirqueira et al., 2011). A linhagem
celular MDA-MB-231 (Figura 3B), integrante do subtipo claudin-low, originalmente
isolada pela Dra. Cailleau e colaboradores no M. D. Anderson Hospital and Tumor
Institute a partir de um derrame pleural de uma paciente de 51 anos diagnosticada com
adenocarcinoma mamario metastatico. Sd8o células com fenoétipo triplo-negativo (do

inglés triple-negative breast cancer, TNBC) altamente agressivas, altamente invasivas e



pouco diferenciadas, pois ndo expressam ER, RP e receptor do fator de crescimento
epidérmico humano do tipo 2 (HER-2) (Prat et al., 2010; Cailleau et al., 1978; Chavez
et al., 2010).

A B

ATCC Number: HTB-22 ATCC Number: HTB-26 ™
Designation: MCEF-7 Designation:  MDA-MB-231

2 L 5
Low Density Scale Bar = 100um

Low Density Scale Bar = 100pm

Figura 3 - Fotomicrografia representativa das células de cancer de mama MCF-7 (A) e
MDA-MB-231 (B). Fonte: ATCC, 2019a; ATCC, 2019b.

Essa heterogeneidade molecular confere aos tumores diferentes progndsticos e
respostas as terapias. Por exemplo, tumores lumiais A possuem similaridade com
células mamarias normais, que ficam em contato direto com o Iimen dos ductos
mamarios e devido as suas caracteristicas, € responsiva a quimioterapia com inibidores
de aromatases e ao tamoxifeno, além de terapias alvo especificas, como a
hormonioterapia. Este subtipo corresponde cerca de 60% dos casos de carcinoma
mamario, além de representar um melhor prognostico com relagdo a cura e
sobrevivéncia geral da doenca (Sotiriou et al., 2003).

O subtipo TNBC, é caracterizado por uma baixa expressdao de proteinas
claudinas, além de marcadores aumentados relacionados a transicdo epitelial-
mesenquimal, o que favorece o potencial metastatico dessas células. O imunofenétipo
triplo negativo é relacionado ao mau prognostico, e até o presente momento nao foi
definida intervencdo terapéutica especifica para este tipo de tumor (Cirqueira et al.,

2011; Holliday & Speirs, 2011; Tang et al., 2016).



1.4 Tratamento do cancer de mama

O céancer de mama é altamente heterogéneo, englobando distintos perfis
fenotipicos e morfoldgicos, e, portanto, possuindo comportamento clinico diferenciado.
De acordo com INCA (2020), para o tratamento do cancer de mama, € levado em
consideragdo essas caracteristicas morfologicas e moleculares, o estadiamento da
doenca, bem como as condigdes gerais da paciente, como idade, comorbidades e status
menopausal. Heng e colaboradores (2019) demonstraram que mulheres com elevada
massa corporal, diagnosticadas com tumor de mama p0s-menopausa, possuem maior
expressao das vias de proliferacdo celular em tumores ER™, além do aumento das vias
de inflamacdo pela indugdo de interferon- y dos tecidos adjacentes ao tumor (INCA,
2020; Heng et al., 2019).

As modalidades de tratamento para o cancer de mama podem ser divididas em local,
que consiste em cirurgia e radioterapia, e sistémica, que inclui a quimioterapia,
hormonioterapia, terapia alvo-especifica e a imunoterapia. Tendo como objetivo erradicar o
tumor, os tratamentos sdo realizados normalmente por meio da terapia combinada, onde
é associado mais de uma modalidade terapéutica. Sabe-se que a radioterapia reduz o risco
de recorréncia em cancer invasivo e nao invasivo em 70% e 60%, respectivamente, sendo
eficaz quando o tumor ainda ndo sofreu metéstase, porém, quando ha o desenvolvimento de
sitios metastaticos, é indicada a necessidade de uma abordagem sistémica, como a
quimioterapia (Maughan et al., 2010; Castaneda & Strasser, 2017; Bale et al., 2019).

A conduta terapéutica realizada no tratamento do cancer de mama varia de
acordo com os marcadores moleculares, onde sdo identificados os padrdes neoplasicos
da célula tumoral. Apds a identificacdo dos biomarcadores especificos, passa-se a
utilizar classes terapéuticas direcionadas as células, tornando a terapia mais eficiente e
com menos efeitos colaterais (Feitelson et al., 2015).

O tratamento quimioterapico pode ser a primeira modalidade utilizada no tumor
priméario de mama de grande porte (acima de 3 cm), localmente avangado, e é realizada
com a combinagéo de farmacos de diferentes classes, aumentando os alvos moleculares
e reduzindo o aparecimento de resisténcia, podendo ser classificada como neoadjuvante
ou adjuvante (ONCOGUIA, 2015; Harmer, 2008).

A quimioterapia neoadjuvante € comumente empregada no carcinoma de mama
operéavel e localmente avancado. E administrada antes da cirurgia para tentar reduzir o

tamanho do tumor de modo que ele possa ser retirado com uma cirurgia menos extensa.



Além disso, a administracdo de quimioterapicos antineoplasicos antes da remocdo do
tumor prevé se este, respondera de maneira eficiente ao tratamento. J& a quimioterapia
adjuvante é geralmente oferecida apds a cirurgia, e visa a reducdo dos riscos de
recidivas do cancer e melhorar as chances de sobrevida da doenca (ONCOGUIA, 2015;
Angelucci et al., 2013; Jolly et al., 2016).

Os quimioterapicos antineoplasicos sdo administrados em ciclos, que na sua
maioria duram algumas semanas e entre 0s ciclos faz-se necessario um espaco de
descanso, permitindo que o organismo possa se recuperar. Entretanto, esse tipo de
terapia ndo atua apenas nas células cancerosas, mas também nas células saudaveis do
paciente, e este processo resulta nos conhecidos efeitos colaterais para estes
medicamentos. Além disso, os medicamentos utilizados atuam apenas na erradicacao e
no controle primario do tumor, ndo tendo acdo especifica na metastase tumoral
(ONCOGUIA, 2015; Mccoy, 2003; Perret & Crépin, 2008).

Os agentes quimicos mais utilizados no tratamento do cancer de mama sdo as
antraciclinas, como a doxorrubicina e epirrubicina, os taxanos como o0 paclitaxel e
docetaxel, 5-fluorouracilo, ciclofosfamida, carboplatina e melfalano. Recentemente, foi
aprovado para o tratamento do cancer de mama triplo negativo metastatico o uso de
anticorpos monoclonais inibidores de PARP (anti-PDL-1) (Harmer, 2008; Rothbarth et
al., 2002; Azim et al., 2020).

1.4.1 Doxorrubicina

A pesquisa por compostos anticancer a partir de microrganismos comecou ainda
nos anos 50. A doxorrubicina (DOX, (8S, 10S)-10-(4-amino-5-hidroxi-6-metil-tetra-
hidro-2H-piran-2-iloxi)-6,8,11-tri-hidroxi-8-(2-hidroxiacetil)-1-metoxi-7,8,9,10-tetra
hidrotetraceno-5,12-diona) (Figura 4), € um quimioterdpico da familia das antraciclinas
desenvolvido na década de 70 a partir do metabdlito produzido pela bactéria

Streptomyces peucetius var caesius (Arcamone et al., 2000; Rivankar, 2014).



Figura 4. Estrutura quimica da Doxorrubicina.

O efeito citotoxico da DOX acontece ao intercalar-se com o DNA, pela inibi¢ao
da enzima topoisomerase IlI, a qual impede a replicacio do DNA deflagrando
mecanismos de morte celular. Além disso, a DOX possui a capacidade de formar
radicais livres por interagcdo com Fe Ill e alteragdo da regulacdo do Oxido nitrico,
gerando um estresse oxidativo na célula e levando a danos no DNA e ativagdo de
mecanismos apoptéticos, como a via de interacdo da proteina p53 e DNA, e a ativacao
da sinalizacdo intrinseca de caspase 3 e citocromo ¢ (Rivankar, 2014; Berthiaume &
Wallace, 2007; Thorn et al., 2011).

A DOX é considerada um dos principais quimioterapicos utilizados na prética
clinica, sendo utilizada no tratamento do cancer de bexiga, mama, estdbmago, pulméo,
ovarios, tiredide, sarcoma de tecidos moles, mieloma mdltiplo e linfoma de Hodgkin,
porém sua utilizacdo € limitada devido aos efeitos colaterais observados, como
cardiotoxicidade, mielossupressdo, nefrotoxicidade, dentre outros (Rivankar, 2014;
Renu et al., 2018).

1.4.2 Melfalano

O melfalano (MEL, Acido 4- [bis (2-cloroetil) amino]-L-fenilalanina ou (2S) -2-
amino-3-[4-[bis (2-cloroetil) amino] fenil] propandico) (Figura 5), foi sintetizado pela
primeira vez em 1953, é uma fenilalanina derivada da mostarda nitrogenada, sendo
utilizado geralmente em combinag¢do com outros agentes antineoplasicos na terapia do
cancer. Inicialmente, o MEL era utilizado no tratamento do mieloma multiplo, porém se

mostrou eficaz também no cancer de mama e ovario (Rothbarth et al., 2002).
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Figura 5. Estrutura quimica do Melfalano.

O MEL, como todas as mostardas nitrogenadas, atua como um agente alquilante
inespecifico do DNA, causando modificacdes e inibindo a sintese de DNA, RNA e
proteinas. As ligacGes covalentes causadas pelo MEL deformam a dupla fita do DNA,
interferindo nas funcbes das polimerases acarretando a morte celular programada
(Polavarapu et al., 2012).

O primeiro relato da terapia com MEL no tratamento do mieloma é de 1958,
desde entdo, sua aplicacdo terapéutica vem sendo utilizada. Porém, devido a sua
toxicidade elevada para qualquer tecido de répida proliferacdo, sdo observadas reagdes
adversas, principalmente efeitos hematol6gicos como a leucopenia, trombocitopenia e
anemia. Para contornar a alta toxicidade, um pro-farmaco derivado do MEL, o
Melflufen, foi recentemente desenvolvido e atualmente esta sob avaliacdo clinica
(Rothbarth et al., 2002; Shapiro & Recht, 2000; Esma et al., 2017).

1.5  Cancer de mama e os produtos de origem natural

Dentre todas as fontes naturais, as plantas apresentam a mais significativa
contribuicdo na descoberta de novos compostos. Devido a capacidade de manutengédo da
sobrevivéncia frente as adversidades do meio ambiente, as plantas desenvolvem
substancias essenciais, fornecendo compostos bioativos, despertando o interesse de
pesquisadores e da inddstria farmacéutica na obtencdo de novos medicamentos (Souza
et al., 2007; Wang et al., 2020).

A pesquisa de produtos naturais no campo da oncologia apresentou avangos nos ultimos
anos, proporcionando a descoberta de diversas substancias antineoplasicas que foram
empregadas no tratamento do cancer (Figura 6) (Costa-Lotufo et al., 2010; Wang et al.,
2018). De acordo com Cragg & Newman (2000), dos 140 agentes antitumorais
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disponiveis no mercado desde a década de 40, mais de 60% foram oriundos de

compostos natu rais.
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Figura 6. Aplicacdo de produtos naturais no céncer nas vias de morte por
apoptose. (Adaptado de Wang e colaboradores, 2018).

Dentre esses quimioterapicos antineoplasicos obtidos a partir de produtos
naturais, destacam-se o paclitaxel, isolado inicialmente da casca da arvore teixo (Taxus
baccata L. e Taxus brevifolia Nutt.). Este quimioterapico atua como precursor da classe
de agentes estabilizantes dos microtibulos e sua acdo promove a polimerizacdo da
tubulina acarretando o bloqueio do ciclo celular na fase G2 e mitose, impedindo a
divisdo celular e a proliferacdo das células neoplasicas (Zasadil et al., 2014).

Séao diversos os alvos moleculares no cancer de mama descritos para 0s compostos
obtidos de origem natural. O resveratrol € um polifenol presente principalmente nas
sementes de uvas, na pelicula das uvas pretas e no vinho tinto (Pirola & Frojdo, 2008), e
apresenta importante papel na regulacdo de multiplas vias de transducdo de sinal envolvidas

em todas as fases da carcinogénese (Ferraz da Costa et al., 2017).
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Estudos demonstram os efeitos antiproliferativo e antitumorais do resveratrol no
cancer de mama. Gomez e colaboradores (2013) demonstraram que o resveratrol inibe a
atividade da fosfofrutoquinase-1 (PFK), interrompendo o metabolismo da glicose e
reduzindo a viabilidade das células de cancer de mama MCF-7. Wu e colaboradores
(2019) verificaram que o resveratrol possui citotoxicidade mais significativa nas
linhagens de céancer, além de alterar os genes que regulam o ciclo celular e induzir
apoptose em células de cancer de mama 4T1. Lee e colaboradores (2012), descrevem
que apds o tratamento de 21 dias de camundongos com metastase, o resveratrol foi
capaz de reduzir o tamanho do tumor, além de reduzir a migracao, invasdo e a atividade
da metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9).

Em ensaio clinico, Zhu e colaboradores (2012) demonstraram o papel
quimiopreventivo do resveratrol, apds a administracdo de 50 mg do composto bioativo
por 12 semanas, em mulheres com alto risco de desenvolver cancer de mama, pois
ocorreu reducdo da metilacdo do gene de supressdo tumoral RASSF-1 e da expressdo de
prostaglandina PGE2 na mama, responsavel pela proliferacdo celular. Gomes e
colaboradores (2019) descreveram o papel do resveratrol na sintese de lipidios em
células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. Os dados demonstraram um
aumento de acidos graxos ap0s 24 horas de tratamento com resveratrol, além do
aumento da expressdo de proteinas flotilina-1 e flotilina-2 nos lipid rafts
(microdominios lipidicos de membrana). Além disso, resveratrol foi capaz de modular
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico nas mesmas linhagens celulares de mama
descritas anteriormente (Gomes et al., 2020).

O alcaldide piperina é o principal constituinte quimico da Piper nigrum
(pimenta-do-reino), a qual tem uso bastante difundido na medicina popular indiana,
além de ser amplamente utilizada no Brasil como condimento (Semler & Gross, 1988).
Em células de cancer cervical (KB-ChR-8-5) e de colon (SW480) resistentes a
farmacos, a piperina potencializou a inibicdo da glicoproteina P (P-gp), que é um
transportador de medicamentos que implica no desenvolvimento da resisténcia de
células aos tratamentos quimioterapicos, portanto, quando coadministrada com alguns
quimioterapicos como a vincristina ou paclitaxel, a piperina pode reverter a resisténcia a

esses medicamentos em celulas tumorais que superexpressam a P-gp (Syed et al., 2017).

No cancer de mama, Greenshields e colaboradores (2015), descrevem que a

piperina inibe o crescimento de células de cAncer de mama triplo negativas e células
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hormoénio positivas, alterando o ciclo celular e induzindo essas células & morte por
apoptose. Do e colaboradores (2013) demonstram que a piperina é capaz de induzir
apoptose através da ativacao da caspase-3 e da clivagem de proteina Poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP), além de inibir o gene HER2 a nivel transcricional e suprimir a
expressdo de MMP-9.

A crisina é uma flavona encontrada em diferentes frutas como o maracuja
(Passiflora caerulea), mel e propolis (Mani & Natesan, 2018). Estudos tém demonstrado o
papel da crisina no cancer de mama. Lirdprapamongkol e colaboradores (2013) descreveram
que a crisina inibe a sobrevivéncia in vitro das células 4T1 de cancer de mama murino em
hipdxia, inibindo a ativacdo da proteina STAT3 e a expressdo do Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF), além de reduzir o crescimento metastatico em modelo de
metastase espontanea in vivo. Hong e colaboradores (2010) demonstraram que a crisina
inibe o crescimento de células de cancer de mama humano triplo negativo MDA-MB-231.
Além disso, esse composto bioativo é capaz de suprimir a migracdo e a invasdo de celulas
MDA-MB-231 via inibi¢do de PI3K/Akt e consequentemente reduzir a expressao de MMP-
10 (Yang et al., 2014).

A quercetina é o flavonol encontrado, em maiores concentragdes na cebola e na
macd (Huber et al., 2008). No céancer de mama, Jia e colaboradores (2018)
demonstraram que a quercetina reduz a expressdo de MMP-3, MMP-9 e VEGF em
células MCF-7 e MDA-MB-231, exercendo efeito inibitorio sobre a mobilidade celular.
A quercetina também inibiu a metastase e a glicolise tumoral in vivo, além de induzir

autofagia pela inibicdo da fosforilacdo de AKT.

A curcumina é um composto fendlico lipofilico extraido do rizoma da cdrcuma, e
é utilizado em preparacdes medicinais e como corante alimentar. A curcumina exerce
efeitos anticancerigenos, principalmente por ativar vias de apoptose e inibir angiogénese
e metastase. A curcumina tem como alvo vias de sinalizacdo associadas a terapia do
cancer, incluindo vias mediadas por p53, Ras e fosfatidilinositol-3-quinase (Giordano &
Tommonaro, 2019). Hu e colaboradores (2018) demonstraram que a curcumina inibe a
proliferacdo de vérias linhagens de células de cancer de mama, induzindo a parada do
ciclo dessas células mediada pela redugdo da expressdo de CDC25 e CDC2 e pelo

aumento da expressdo de P21. A curcumina também induziu a apoptose celular via
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inibicdo da fosforilagdo Akt/mTOR, reducgéo da expressdo de BCL-2, aumento de BAX
e clivagem de caspase 3.

Considerando que menos de 10% do total de espécies de plantas tiveram algum
tipo de estudo fitoquimico ou de atividades bioldgicas, as fontes naturais ainda estdo
disponiveis e oferecem as melhores possibilidades de descobertas de novas substancias

de interesse terapéutico.

1.5.1 Polydatin

Os polifendis compreendem a maior classe de fitoquimicos presentes nos
vegetais e sdo considerados produtos do metabolismo secundario das plantas. O teor de
polifenol esta associado ao sistema de defesa das plantas contra patdgenos e a radiacao
UV, e confere aroma, cor e adstringéncia em varios alimentos (Manach et al., 2004;
Croft, 1998).

O Polydatin (POLY, Piceid, 3,40,5-tri-hidroxiestilbeno-3-b-D-glucosideo)
(Figura 7), ¢ um derivado glicosideo do Resveratrol. Encontrado em grandes
quantidades na raiz e rizoma da Polygonum cuspidatum, também esta presente na uva,

vinho tinto, amendoim e chocolate (Vastano et al., 2000; Du et al., 2013).

HO
OH

Figura 7. Estrutura quimica do Polydatin.

Estudos anteriores demonstram que o fitoquimico POLY possui diversos efeitos
bioldgicos. Jin e colaboradores (2019) descreveram que o POLY inibe a proliferacdo
celular, além de induzir apoptose em linhagem de células de cancer colorretal CRC. O
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mesmo trabalho demonstrou que o POLY reduz o crescimento tumoral in vivo pela
regulacdo do gene miR-382. Pan e colaboradores (2017) relataram que o POLY induziu
apoptose em células de cancer de cdlon HelLa e este mecanismo estaria associado a
inibicdo das vias de sinalizacdo e expressdo das proteinas PI3K/AKT/mTOR.

No cancer de mama, Su e colaboradores (2013) relataram que o POLY possui
efeito citotoxico na concentracdo de 50 uM nas células de cancer de mama MCF-7 e
MDA-MB-231, com altera¢do do ciclo celular e inducdo de apoptose. Além disso, o
estudo demonstrou que o POLY apresentou uma atividade anticancer de mama menor
quando comparado com o resveratrol, provavelmente pela baixa absorcdo do POLY
comparada ao resveratrol. Zhang e colaboradores (2019) demonstraram que a
combinacdo de POLY com 2-desoxi-D-glicose, radiofdrmaco usado no tratamento do
cancer, foi capaz de inibir a proliferacdo, migracdo e invasdo celular, além de induzir
apoptose em células de cancer de mama MCF-7 e 4T1, via inibicdo das proteinas
PIBK/AKT. O POLY também apresenta atividade antiparasitaria, anti-inflamatoria e
antioxidante (Passos et al., 2015; Park et al., 2019; Du et al., 2013)

1.5.2 Oxyresveratrol

O Oxyresveratrol (OXY, trans-2, 3°, 4, 5’-tetrahidroxistilbeno) (Figura 7), é um
polifenol, derivado estruturalmente do resveratrol, encontrado na raiz, caule, folhas e frutos
de diversas espécies, dentre elas, Morus nigra L., Morus alba L., Morus australis, Morus
macroura, Cudrania cochinchinensis, Glycosmis pentaphylla, Artocarpus xanthocarpus,
Artocarpus nitidus subsp. lingnanensis, Artocarpus heterophyllus, Artocarpus gomezianus,
Gnetum hainanense, Smilax china e Cocos nucifera L. (Abbas et al., 2014; Choi et al.,
2013; Lu et al., 2017; Zheng et al., 2012; Syah et al., 2000; Chen et al., 2015; Wu et al.,
2012; Jin et al., 2015; Ti et al., 2011; Kumar et al., 2017).
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Figura 7. Estrutura quimica do Oxyresveratrol.

Estudos vém demonstrando a acdo do OXY em diversas patologias. Liu e
colaboradores (2018) demonstraram que o oxyresveratrol impede o crescimento celular
de linhagens de hepatocarcinoma e inibe o processo de metéstase e a angiogénese em
camundongos kunming. Choi e colaboradores (2015) demonstraram que o OXY tem
efeito protetor contra o estresse oxidativo provocado pelo terc-butil-hidroperéxido
(tBPH) em linhagem de célula derivada de hepatocitos humanos (HepG2), assim como
na lesdo hepatica aguda provocada por CCls em camundongos C57BL/6. Rahman e
colaboradores (2017) descreveram que o OXY induz morte por autofagia em células de
neuroblastoma e esse efeito foi devido a mudanca nos niveis de p38, MAPK e
PIBK/AKT/mTOR.

O OXY também apresenta efeito fotoprotetor sobre os queratindcitos
epidérmicos humanos, através da diminuicdo das espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ROS/RNS) e dos niveis de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina e dimeros de
pirimidina ciclobutano apés radiacdo UVA (Hu, Chen e Wang, 2015).

Chung e colaboradores (2003), descreveram o efeito anti-inflamatério do OXY
em macrofagos (RAW 264,7) e o composto foi capaz de inibir o aumento da expressao
do Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) estimulada por LPS, além de inibir a
translocacéo de NF-«B e ciclooxigenase-2 (COX-2).

Recentemente, vem sendo demonstrado alvos moleculares em células de cancer
de mama tratados com OXY. van den Brand e colaboradores (2019), descreveram que o
OXY ¢ capaz de reduzir a viabilidade e a migracdo de células de cancer de mama MCF-
7. Sunilkumar e colaboradores (2019) demonstraram pela primeira vez, o efeito citotdxico
do OXY em células triplo negativa de cancer de mama MDA-MB-231, a morte celular
mediada pelo OXY resultou na alteracdo do ciclo celular na fase sub-G1, fragmentacéo do

DNA, externalizacdo de fosfatidilserina e clivagem da PARP, indicando morte por
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apoptose. Além disso, 0 mesmo estudo demonstrou que o OXY induziu a produgédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), causando uma despolarizacdo da membrana
mitocondrial, resultando na translocagdo do fator indutor de apoptose (AIF) para o
nacleo da celula.

Matencio e colaboradores (2020) criaram uma estrutura de nano esponja a base
de ciclodextrina contendo OXY, esse complexo foi capaz de aumentar a
biodisponibilidade deste fitoquimico, tendo maior inibicéo da viabilidade das celulas de
cancer de prostata (PC-3) e em linhagens de células de cancer de c6lon (HT-29 e HCT-
116), quando comparados com o composto livre.

O OXY apresenta tambem efeitos antiparasitario, bactericida e antiviral (Passos
et al., 2015; Joug et al., 2016; Sasivimolphan et al., 2009), além de induzir a perda do
peso corporal e restaurar os niveis normais de glicose e insulina pela regulacdo positiva
da expressao de transportador de glicose (GLUT4) em camundongos C57BL/6 obesos

alimentados com dieta rica em gordura (Tan et al., 2017).

1.6 Associacdo de quimioterapicos antineoplasicos com produtos naturais

A utilizacdo de fitoquimicos em combina¢do com agentes quimioterapicos tem
demonstrado ser uma abordagem atual para superar quimiorresisténcia e sensibilizar as
células de cancer a apoptose ou parada do crescimento, como verificado por nosso
grupo de pesquisa (Casanova et al., 2012), enquanto minimiza os efeitos colaterais
resultantes da terapia convencional, uma vez que permite a reducdo das concentracdes
destes medicamentos, diminuindo assim seus efeitos colaterais, e com isso melhorando
a qualidade de vida (Abdel-Azeem et al., 2013).

A terapia de combinacdo pode ser uma alternativa para os estudos de atividade
anticancer de mama de produtos naturais em associacdo com farmacos utilizados na
quimioterapia do cancer. Cipolletti e colaboradores (2019) descreveram que o resveratrol
potencializa o efeito proapoptoético do paclitaxel em células de cancer de mama MCF-7,
T47D e MDA-MB-231, devido ao aumento da clivagem de PARP-1. Rai e colaboradores
(2016) relatam que o tratamento combinado de resveratrol e doxorrubicina foi capaz de
reduzir o volume do tumor no modelo animal de carcinoma ascitico, além de inibir a
resposta inflamatoria e induzir apoptose em células de cancer de mama MCF-7 e MDA-
MB-231. Liu e colaboradores (2016) demonstraram que o pré-tratamento do resveratrol em

cardiomidcitos H9c2, foi capaz de inibir o efeito cardiotoxico da doxorrubicina,
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demonstrando a diminuicdo dos efeitos toxicos do quimioterapico quando associado a
um fitoquimico. Pal e colaboradores (2016) relataram um efeito sinérgico entre a
piperina e o paclitaxel em células de adenocarcinoma de ovario SKOV3, os resultados
demonstraram que a associacdo aumentou o acumulo de ROS, além de interferir no
ciclo celular e induzir a morte por apoptose. Calaf e colaboradores (2018)
demonstraram que a curcumina associada ao paclitaxel é capaz de induzir apoptose e
necrose em células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231.

Singh e colaboradores (2009), afirmaram que com as novas descobertas
relacionadas aos efeitos das drogas e dos fitoquimicos, torna-se mais aparente que a
terapia com a combinacdo de dois ou mais compostos pode apresentar efeitos benéficos
mais significativos no tratamento do cancer. E concluiu que a citotoxicidade em células
de cancer de mama aumenta, quando tratadas com a combinacdo de resveratrol e
ciclofosfamida.

Em estudo clinico de fase I, foi demonstrado que a combinagdo de 8.000 mg/dia de
curcumina por via oral e 100 mg/m?2 de docetaxel por via intravenosa administrados a cada
3 semanas durante 6 ciclos de tratamento, seria capaz de reduzir os niveis de VEGF em
pacientes com cancer de mama metastatico, além de ndo apresentar toxicidade
hematoldgica (Bayet-Robert et al., 2010). Pastorelli e colaboradores (2018) descreveram
em estudo clinico de fase Il que a associa¢do de 2.000 mg/dia de curcumina por via oral e
10 mg/m2 do quimioterépico antineoplasico gemcitabina por via intravenosa, durante 28
dias, em pacientes com cancer de pancreas localmente avancado ou metastatico, obteve uma
taxa de controle da doenca de 61,3 % e uma sobrevida dos pacientes de 10,2 meses, além de
reduzir a toxicidade hematoldgica e a neurotoxicidade.

O céancer de mama ¢ o tipo de neoplasia com maior incidéncia entre as mulheres,
e as terapias disponiveis para o tratamento, além de muito invasivas, produzem efeitos
colaterais que contribuem para debilidade do paciente. Os produtos naturais sdo fontes
ricas de diferentes classes de moléculas bioativas, e 0 uso desses fitoquimicos em
combinacdo com agentes quimioterapicos podem ser uma nova estratégia de terapia
contra estes tipos de tumores. Dessa forma, torna-se importante elucidar os efeitos e
mecanicos bioquimicos da associagdo de fitoquimicos, como o OXY, com

quimioterapicos como a DOX e MEL em células de cancer de mama.
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2. Objetivos

2.1

2.2

Objetivo geral

Investigar o efeito dos fitoquimicos polydatin e oxyresveratrol, e dos
quimioterapicos doxorrubicina e melfalano, isolados e combinados no modelo in

vitro do cancer de mama humano.

Objetivos especificos

Estudar in vitro os possiveis efeitos citotoxicos dos compostos polydatin,
oxyresveratrol e dos quimioterapicos doxorrubicina e melfalano, isolados e
combinados em diferentes linhagens de cancer de mama humano (MCF-7 e
MDA-MB 231) e em linhagem de células ndo tumorais de mama humano
(MCF10A);

Definir as concentracdes inibitorias para 50% da populacdo de células (ICso) do
polydatin, oxyresveratrol, doxorrubicina, melfalano e das associagdes;

Caracterizar acgOes sinergicas, aditivas ou antagbnicas dos polifenois, em
associacdo com doxorrubicina ou melfalano, através de analise isobolografica e

calculo do indice de combinagéo;

Verificar a morfologia e a proliferacdo das células MCF-7 e MDA-MB-231
tratadas com os compostos isolados ou combinados;

Avaliar o potencial de membrana mitocondrial (A¥m) e a produgdo de espécies
reativas de oxigénio nas células MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com 0s

compostos isolados ou combinados;

Analisar as possiveis alteraces no ciclo celular, tipo de morte celular e as vias
de sinalizacdo relacionadas em células MCF-7 e MDA-MB-231 tratadas com 0s
compostos isolados ou combinados.
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3. Material e Métodos

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Dimetilsulfoxido
(DMSO0), iodeto de propidio (PI), RNase A e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difenil tetraz6lio (MTT) Sigma-Aldrich,St. Louis, MO, EUA); Antibiéticos
penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA); Meio de cultura celular
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) e soro fetal bovino (SFB) (Gibco, EUA);
Corante cristal de violeta (VETEC, Brasil); Kit de deteccdo de apoptose (eBioscience).
Anticorpo secundéario fluorescente (Alexa 647) (TermoFisher, EUA); Anticorpo anti-
caspase 3 (#9662) (Cell Signaling Technology, CA, EUA). Primers (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA), com as seguintes sequéncias:

Proteina Forward Reverse
Cagpase 3 GCTGGATGCCGTCTAGAGTC ATGTGTGGATGATGCTGCCA
BAX CATGTTTTCTGACGGCAACTTC | AGGGCCTTGAGCACCAGTTT
BCL-2 TTCGATCAGGAAGGCTAGAGTT | TCGGTCTCCTAAAAGCAG GC
GAPDH CATGGGGAAGGTGAAGGTCGA | TTGGCTCCCCCCTGCAAATGAG

3.2 Linhagens celulares

As linhagens de células epiteliais de cancer de mama humano MCF-7 e MDA-
MB-231 foram obtidas da ATCC (American Type Culture Collection). MCF-7 e MDA-
MB-231 foram cultivadas em meio D-MEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementadas com 2,0 g/L de HEPES, 3,7 g/L de bicarbonato de sédio, 10% de soro
fetal bovino, 5 pg/L de insulina bovina, 100 unidades/mL de penicilina G ¢ 100 pg/mL
de sulfato de estreptomicina. A linhagem de célula ndo tumoral de mama humano MCF-
10A foi mantida em meio DMEM F-12, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10

pg/mL de insulina, 20 ng/mL de fator de crescimento epidermal humano e 0,5 pg/mL de
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hidrocortisona. Todas as linhagens foram mantidas em estufa a 37°C em uma atmosfera
umidificada de 5% de COz.

3.3  Compostos bioativos e quimioterapicos

Os compostos POLY (polydatin), OXY (oxyresveratrol) e o quimioterapico
MEL (melfalano) foram adquiridos comercialmente pela empresa Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). O quimioterapico DOX (doxorrubicina) foi adquirido em parceria
com o Instituto Nacional de Cancer (INCA). As substancias foram utilizadas dissolvidas

em DMSO ou em agua de reconstituicdo, de acordo com o fabricante.

3.4  Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT (3-(4,5 dimethyl
thiazole-2yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide)

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de reducdo do MTT adaptado
de Mossman (1983). Inicialmente, as linhagens de células MCF-7, MDA-MB-231 e
MCF-10A foram plaqueadas em placas de 24 pogos (5x10%) e ap6s alcancarem 70-80%
de confluéncia, as células foram tratadas com diferentes concentragdes (25, 50, 100, 200
e 300 uM) de POLY e OXY, (0.5, 1, 2, 25, 50 e 100 uM) de DOX e (50, 100, 150, 200
e 400 uM) de MEL ou DMSO a 1% no periodo de 24 horas.

Ap0s o tratamento, o0 meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS a
37°C. Em seguida, foi adicionado 0,5 mg/mL de MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5
diphenyl tetrazolium bromide), diluido em tampédo fosfato salino (PBS). As placas
foram mantidas na estufa a 37°C por 3 horas. Apos o periodo de incubacéo, a solucéo
de MTT foi retirada e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em
isopropanol acido a 0,04 M. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas
(SpectraMax® Paradigm® Multi-Mode Microplate Reader) em absorbancia de 570 nm
e os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de células viaveis em relacdo

ao controle ndo tratado (Mossman, 1983).
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3.5  Determinacédo do ICso

O célculo do ICso (concentracdo do composto que inibe o crescimento das linhagens
celulares em 50%) foi realizado a partir de uma curva de concentracao, e os valores foram

calculados utilizando a curva de regressao sigmoidal do software GraphPad Prism 6.0.

3.6  Indice de combinacéo (Cl)

O indice de combinacdo (ClI) foi calculado de acordo com a equacdo CI =
D1/(Dx)1 + D2/(Dx)2, onde D1 e D2 sdo as concentracdes dos compostos na
associacdo que inibir 50 % da populacao, e (Dx)1 e (Dx)2 séo os valores do 1Cso dos
compostos sozinhos, como descrito por Chou (2006). O CI calculado sera comparado
com os valores de referéncia descritos por Chou (2006), como um método semi-
guantitativo para descrever a intensidade do sinergismo, aditividade ou antagonismo

entre os compostos.

3.7 Analise isobologréafica

A associacdo entre os quimioterdpicos com o composto bioativo foi analisada
utilizando-se o isobolograma de acordo com o método descrito por Tallarida (2000). Os
valores do ICso dos compostos foram utilizados para construir o isobolograma. Os
valores de ICs0 do composto bioativo testado foram plotados no eixo-x e os valores de
ICso dos quimioterapicos foram plotados no eixo-y. A linha conectando os dois pontos
échamada de linha de aditividade. Combinagdes antagdnicas apresentam pontos
acima desta linha, e as combinacg®es sinérgicas apresentam pontos abaixo desta linha.

3.8 Indice de seletividade (1S)

O célculo do indice de seletividade (IS) foi realizado a partir da divisdo entre os
valores de 1Cso dos compostos tratados na linhagem celular ndo tumoral (MCF-10A)

e 0 I1Cso dos compostos tratados nas linhagens tumorais (MCF-7/MDA-MB-231). De
acordo com Zingue et al. (2016), um resultado com o indice de seletividade > 1.0
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indica que a substancia utilizada foi mais ativa nas linhagens tumorais do que na
linhagem n&o tumoral.

3.9  Andlise morfoldgica

Para a analise morfoldgica, foram plaqueadas em placas de 24 po¢os (105) de
células em volume final de 500 pL. Ap6s atingirem 70-80% de confluéncia as células
foram incubadas com os respectivos 1Cso dos compostos isolados e as associa¢des por
24 horas. Apos o periodo de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas
com metanol 100% durante 1 minuto. A morfologia celular foi avaliada com auxilio de
um microscopio optico invertido (Nikon Eclipse TS100) (Tolosa et al., 2003).

3.10 Teste de unidade formadora de colénia (UFC)

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 foram plaqueadas em placas de 24
pocos (5x104) e apos alcangarem 70-80% de confluéncia, as células foram tratadas com os

respectivos 1Cso dos compostos isolados e associados durante 24 horas. Apos o periodo de
incubacédo, o0 meio contendo os compostos foram substituidos a cada 3 dias. Apos 18 dias, as
coldnias formadas foram fixadas com paraformaldeido a 4% (Sigma, St. Louis, EUA) em
PBS contendo 4% de sacarose durante 20 minutos. Posteriormente, as células foram coradas
com 0,005% de cristal de violeta overnight a temperatura ambiente e ap0s este periodo as
células foram lavadas 5 vezes com PBS durante 5 minutos. Para a quantificacdo das
coldnias, foi levada em consideracdo a formacao de 50 células/coldnia, contadas utilizando
um microscopio optico invertido (Guimaraes et al., 2017).

3.11 Producéo de espécies reativas de oxigénio

As linhagens celulares foram plaqueadas em placas de 24 pocos (1x106) em volume

final de 500 pL. Apos atingirem 70-80% de confluéncia, as células foram tratadas com 0s
valores de ICso de OXY, DOX, MEL e suas associacdes por 3 horas. Posteriormente, as
células foram coletadas, lavadas com PBS e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos. Em
seqguida, foram ressuspendidas em solu¢gdo de 10 pM da sonda 2'-7-
Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) por 30 minutos, no escuro a 37°C.
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Os resultados foram obtidos utilizando um citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton and

Dickson) e analisados utilizando o programa CellQuest (Omata et al., 2006).

3.12 Avaliacio do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

A avaliagdo do A¥m foi realizada pelo kit mitochondria staining (Sigma-Aldrich).
Este corante acumula-se na matriz mitocondrial e sob a influéncia de A¥Ym aumenta a sua

forma monomérica em células ndo vidveis ou apoptoticas (Salvioli et. al., 1997). As células
(1x106) em volume final de 500 pL foram plaqueadas em placas de 24 pocos e

posteriormente tratadas com o respectivo 1Cso dos compostos isolados e associados. Apos o
periodo de incubacao, as células foram incubadas com a solugdo de JC-1 a 10 pg/mL por 7
minutos a 26°C. Os resultados foram obtidos utilizando citdometro FACScalibur (Becton and
Dickson) e analisados utilizando o software CellQuest.

3.13 Anadlise do ciclo celular

As diferentes linhagens de células de cancer de mama foram incubadas na presenca

ou ndo dos compostos isolados e associados (seus respectivos ICso0). Ap6s 0 periodo de
tratamento, 5 x 10° células foram coletadas, lavadas e fixadas (30% PBS/70% metanol) por

1 hora a 4°C e incubadas em PBS contendo Triton X-100 0,1%, 50 pug/mL de iodeto de
propidio e 1 mg/mL de RNase A. Apds 30 minutos de incubacdo a 37°C no escuro, 10.000
eventos foram coletados em FACScalibur (Becton and Dickson) e analisados com o
software CellQuest, onde o percentual de células em cada fase do ciclo celular foram

quantificadas (Pozo-Guisado et al., 2002; Ferreira et al., 2014).

3.14 Identificacéo de morte celular

A caracterizacdo de morte celular foi investigada pela marcacdo com iodeto de
propidio (Pl) e Anexina-V adaptado de Passos e colaboradores (2015). As células

(1x106) em volume final de 500 pL foram plaqueadas em placas de 24 pocos e,

posteriormente foi realizado o tratamento com o0s respectivos ICso dos compostos
isolados e associados durante 24 horas. Apos o periodo de tratamento, as células foram
lavadas com PBS e centrifugadas a 2.000 rpm por 15 minutos a 4°C, e posteriormente
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foram incubadas com tampé&o de Anexina-V (10 mM HEPES, 140 mM NacCl, 2,2
mM CaClz, pH 7,4). Em seguida, as células foram incubadas com Anexina-V FITC e
Pl durante 30 minutos na auséncia de luz a 20°C. Os resultados foram obtidos
utilizando citdmetro FACScalibur (Becton and Dickson) e analisados utilizando o

software CellQuest.

3.15 Auvaliacgao de células apoptoticas por coloracdo com DAPI

As células (1x106) em volume final de 500 pL foram plaqueadas em placas de 24

pocos e, posteriormente foi realizado o tratamento com os respectivos ICso dos
compostos isolados e associados durante 24 horas. Em seguida, as células foram
fixadas com 70% de metanol/PBS por 1 hora e depois permeabilizadas com Triton
X-100 (0,5% em PBS) por 25 minutos. As células foram coradas usando 10 pg/mL
de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) em PBS durante 7 minutos no escuro. Os
resultados foram obtidos utilizando citdmetro FACScalibur (Becton and Dickson) e
analisados utilizando o software CellQuest.

3.16  Imunocitoquimica

As células (1x106) em volume final de 500 pL foram plaqueadas em placas de 24

pocos e, posteriormente foi realizado o tratamento com os respectivos 1Cso dos
compostos isolados e associados durante 24 horas. Ap6s o periodo de tratamento, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 4%, BSA a 0,3% e Triton X-100 a
0,5% por 20 minutos e permeabilizadas com Triton X-100 (0,5% em PBS) por 25
minutos. As células foram lavadas com PBS 3 vezes e o anticorpo primario anti-
caspase-3 foi adicionado e incubado no escuro por aproximadamente 1 hora. As
células foram lavadas em PBS e o anticorpo secundario fluorescente (Alexa 647,
TermoFisher) foi adicionado e incubado no escuro por aproximadamente 1 hora. Os
resultados foram obtidos utilizando citdmetro FACScalibur (Becton and Dickson) e
analisados utilizando o software CellQuest.
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3.17 Reacéo de Polimerase em Cadeia em tempo real (RT-gPCR)

Para realizar as reacdes de PCR foi utilizada a enzima Taq DNA Polimerase
(Phoneutria). As misturas de reacdo para PCR foram 2 pL de tampé&o especifico para
Taq DNA Polimerase, 0,4 pL de dNTP (10 mM), 0,4 pL do iniciador senso (10 puM),
0,4 pL do iniciador anti-senso (10 puM), 0,2 pL da enzima Tag DNA Polimerase (5
U/uL), 1 pL da amostra de cDNA e 14,6 pL de agua, formando um volume final de 20
uL. As amostras foram levadas ao termociclador (Applied Biosystems) e as sequéncias
dos iniciadores utilizados para amplificacdo nas reacdes de PCR foram determinadas. O

gene da GAPDH foi utilizado como controle positivo (Gomes et al., 2019).

3.18 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste t de Student para comparacdo de dois
grupos ou andlise de variancia (one-way ANOVA) para mais de dois grupos. As
analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 6.0. O valor de P foi

considerado significante quando menor ou igual a 0.05.
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4. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos nesta dissertacao estdo apresentados em modelo de
artigo a ser submetido para a revista Journal of Natural Products (Anexo A).

5. Conclusao

» Por meio dos resultados obtidos nesta dissertacdo, € possivel concluir que, o
composto bioativo POLY ndo apresentou efeitos citotoxicos nas células de
cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. No entanto, o OXY e os
quimioterapicos DOX e MEL, isoladamente, apresentaram efeito sobre as
linhagens tumorais estudadas. O OXY apresentou um efeito mais seletivo para
as linhagens tumorais de mama do que para a linhagem ndo tumoral com indice
de seletividade para MDA-MB-231 e MCF-7 de 1.83 e 1.05, respectivamente.

» A associacdo dos compostos OXY + DOX e OXY + MEL, apresentaram
resultados satisfatérios, uma vez que a combinacdo com o OXY reduziu em até
16 vezes as concentracGes dos quimioterdpicos, sem que 0s mesmos perdessem
seus efeitos citotoxicos.

* Nas linhagens de células de cancer de mama, os compostos isolados e
combinados induziram a alteracdo da morfologia caracteristica, com reducédo
significativa de tamanho e numero de células, houve a reducdo da producéo
clonogénica, alem de alterar a producdo de espécies reativas de oxigénio,
potencial de membrana mitocondrial e ciclo celular.

* Na linhagem celular MDA-MB-231, 0 OXY e a associagdo OXY + MEL foram
capazes de induzir morte por apoptose pela marcacdo de Anexina-V e OXY +
DOX induzir morte por necrose pela marcacao de PI. Além disso, OXY e OXY

+ DOX aumentaram a expressdo de caspase-3.
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ABSTRACT

Breast cancer is the second most common type of cancer in the world, and the one
responsible for most deaths in women. The process of carcinogenesis comprises the
initiation, promotion and tumor progression, and it has been shown that natural products
may act at these different stages. The polyphenols Polydatin (POLY) and Oxyresveratrol
(OXY) has several biological effects describes as leishmanicidal, anti-oxidant and anti-
inflammatory. The aim of this study was to investigate the effect of POLY, OXY and
chemotherapy drugs Doxorubicin (DOX) and Melphalan (MEL), isolated and associated in
MCEF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell cultures. Our results showed that POLY does
not present cytotoxic effect in tumor cells. When using MCF-10, a non-tumor cells, OXY,
DOX and MEL showed no cytotoxicity effects. Besides, our results showed that OXY,
DOX and MEL presented cytotoxicity in MCF-7 with ICso of 164.10 uM, 22.60 uM and
155.50 uM, and for MDA-MB-231 287.08 uM, 32.55 pM and 240.26 puM, respectively,
after 24 hours of treatment and with morphological changes observed from light
microscopy. The association of OXY, DOX and MEL reduced the cell viability in a dose-
dependent manner with decrease of 4.0- and 5.0-fold the concentrations of DOX and MEL
in MCF-7, respectively, and 16-fold the concentrations of DOX and MEL in MDA-MB-
231. The OXY, DOX, MEL, OXY + DOX and OXY + MEL alter the reactive oxygen
species production and also A¥Ym in breast cancer cells. The OXY, DOX or MEL, and
associations were able to alter the cell cycle, DOX and OXY + DOX leads the cells to
necrosis, besides OXY was able to lead the cells to apoptosis and upregulate caspase-3 in
MDA-MB-231 cells. In summary, our results demonstrated the in vitro anti-breast cancer
effect of OXY and its associations with chemotherapeutic agents, however not in non-tumor

cells, which lead us to suggest OXY as promising candidate for clinical trials.
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1. INTRODUCTION

Cancer is a growing health problem and is one of the leading causes of death.
According to WHO by the year 2030, an estimated 27 million new cases of cancer
worldwide, and 17 million deaths from the disease. In 2015 were 8.8 million deaths and
breast cancer contributed 571.000 deaths, herein breast cancer is the type of cancer that
more kills women in the world, particularly in low- and middle-income countries [1].
Current treatments for cancer include cytotoxic chemotherapy, however some
limitations are observed as high toxicity and the resistance to chemotherapy which

implies the survival of the patient [2; 3].

The chemotherapeutic agents combined with chemopreventive phytochemicals
have been shown to be a good alternative in the treatment of breast cancer, enhancing
the antitumor effect of the classic chemotherapeutic at lower concentrations and

attenuating the toxic effects [4-6].

Polyphenols comprise the largest class of phytochemicals present in plants, and
are considered products of secondary metabolism of plants [7]. The polyphenol content
is associated with the plant defense system against pathogens and UV radiation, and
confers aroma, color and astringency on various foods [8], studies of chemical
structures associated with biological properties of polyphenol derived like polydatin
(POLY) that is a glucoside of resveratrol in which the glucoside group bound to the
position C-3 substitutes a hydroxyl group and oxyresveratrol (OXY), that has one more
hydroxyl group than resveratrol and, will aid in the search for new drugs for breast
cancer treatment and the synergistic association of conventional chemotherapeutics such
as doxorubicin (DOX) and melphalan (MEL) by aiding in the development of

therapeutic strategies more effective and that are less toxic to the patient [9; 10].
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POLY (resveratrol-3-O-B-mono-D-glucoside) is a natural precursor of
resveratrol found in rhizoma of Polygonum cuspidatum, can also be found in grapes, red
wine, peanut and chocolate products and it has several biological effects been described
as anti-inflammatory activity, antioxidant effect, anti-arteriosclerosis, neuroprotective
activity, anti-microbial and anti-tumor effect. OXY (trans-2,3',4,5'-tetrahydroxystilbene)
is a polyphenol found in roots, stems, leaves and fruits of several species, among them
Morus nigra L., Morus alba L., Morus australis, Morus macroura, Cudrania
cochinchinensis, Glycosmis pentaphylla, Artocarpus xanthocarpus, Artocarpus nitidus
subsp. lingnanensis, Artocarpus heterophyllus, Artocarpus gomezianus, Gnetum
hainanense and Smilax china [9-23], and it has several biological effects been described
as effect on hepatocellular carcinoma, neuroblastoma cells, antioxidant effect, anti-
inflammatory, anti-asthmatic, antibacterial, anti-parasitic, antiviral, anti-tumor, on
reduction of symptoms associated with obesity and effect on nonalcoholic fatty liver
disease [24-33], but no studies were found demonstrating the cytotoxic effect of

polyphenol OXY in combination with DOX and MEL in breast cancer cells.

Therefore, the aim of this study was to investigate the cytotoxic effect of POLY
(Figure 1A), OXY (Figure 1B) and whether association with chemotherapeutic agents as
DOX (Figure 1C) and MEL (Figure 1D), would be able to decrease the concentrations of
the classical antineoplastic agents and investigate the possible mechanisms of polyphenols

in potentiating the anti-tumor effect of chemotherapy in breast cancer cells.
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MATERIAL AND METHODS

DRUGS

Oxyresveratrol (trans-2,3”,4,5’-tetrahydroxystilbene, OXY), Polydatin (resveratrol-3-O-
B-mono-D-glucoside, POLY), Melphalan (MEL) and DMSO were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Doxorubicin chloridrate (DOX) was donated by

Dr?. Raquel Maia (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva - INCA,

RJ, Brazil).

CELL LINES AND CULTURES

The human breast epithelial cell lines, MDA-MB-231, as estrogen receptor-negative
cell line derived from a metastatic carcinoma, MCF-7, an estrogen receptor positive cell
line derived from an in situ carcinoma, and MCF-10A, a non-tumor breast cell line,
obtained from American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, VA, USA) were
used in this study. MDA-MB-231 and MCF-7 cells were maintained in DMEM medium
supplemented with 10 % fetal bovine serum. MCF-10A was maintained in DMEM/F12
medium supplemented with 10 % fetal bovine serum, insulin 0.01 mg/mL, EGF 0.02
mg/mL and hydrocortisone 0.05 mg/mL. Both media contained 100 units/mL of
penicillin and 100 pg/mL of streptomycin. The cells cultures were kept at 37°C in a

humidified atmosphere of 5 % COz2 in air.
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CELL VIABILITY ASSAY

The cell viability assay was performed using MTT assay according to the method
described by Carmichael et al. (1987) [34] modified. Briefly, cell cultures were treated
with different concentrations of POLY, OXY, DOX and MEL for 24 h. After treatment,
cells were washed with phosphate buffered saline (PBS) and then incubated for 3 h in
0.5 mL of MTT solution (0.5 mg/mL of PBS) at 37°C in 5 % COz in an incubator. The
medium was removed, and DMSO 0.5 mL was added to each well to dissolve the
resulting formazan crystals. The absorbance was measured at a wavelength of 570 nm.

The results are expressed in percentage of viable cells compared to untreated control.

SELECTIVITY INDEX CALCULATION (SI)

The selectivity index was calculated as the ratio of non-tumor cell MCF-10A CCso by
cancer cell MCF-7 1Cso or MDA-MB-231 ICso, as described by Passos et al., modified

[30].

ISOBOLOGRAM CONSTRUCTION

The fractional inhibitory concentration index (FIC) of OXY was calculated using the
formula 1Cso of OXY in association/ICso of OXY alone (ICso, 50 % inhibitory
concentration) in MCF-7 or MDA-MB-231 cells. The same formula was applied to DOX
and MEL. The sum FICs (ZFICs) were calculated as FIC of OXY + FIC of DOX and FIC
of OXY + FIC of MEL. The mean FIC was calculated for each combination and then
compared to the reference values and reported as synergistic (ZFIC, < 0.5), indifferent

(XFIC, > 0.5 and < 4), or antagonistic (XFIC, >4). The synergistic effect between OXY +
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DOX and OXY + MEL were analyzed using FIC values to plot the isobologram,
according to the method of Tallarida (2000) [35]. Antagonistic combinations were
defined as points above the line of additivity, and synergistic combinations were defined

as points below the line.

TEST OF COLONY FORMATION (CFU)

The test of colony formation was performed using crystal violet according to the

method described by Guimardes et al. [36] modified. The MCF-7 or MDA-MB-231
cells were adjusted at a density of 108 cells/per well in a 24-well plate for 24 h. The

cells were treated with OXY, DOX, MEL and associations at their respective 1Cso
concentrations for 24 h with medium replace every 3 days. After 15 days, colonies were
fixed in methanol, (Sigma, St. Louis, USA) for 10 min and then stained with 5 % crystal
violet (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) for 30 min at room temperature. For colonic
analyses, they were washed five times with PBS for 5 min and 50 cells were counted

using an inverted microscope.

DETECTION OF REACTIVE OXYGEN SPECIES (ROS)

Detection of Reactive Oxygen Species (ROS) was performed using MCF-7 or MDA-
MB231 cells were adhered to 96-well opaque culture plates and treated with OXY, DOX,
MEL and associations at their respective 1Cso concentrations for 3 h. The cells were then
stained with 50 uM 2',7’-Dichlorofluorescin diacetate (DCFDA, Sigma-Aldrich), and ROS

was measured immediately using 500/526 nm excitation/emission wavelengths.
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MEASUREMENT OF THE MITOCHONDRIAL MEMBRANE POTENTIAL

(APM)

The MCF-7 or MDA-MB-231 cells were treated or not with 1Cso of OXY, DOX, MEL and
associations for 24 h and then incubated with a JC-1 solution (5 pg/ml, Sigma) for 20 min at
37°C according to the manufacturer’s instructions. A¥m was measured in 96-well opaque
plates using 490/530 nm excitation/emission (JC-1 monomers) and 525/590 nm

excitation/emission (J-aggregates) as described by Ferreira et al., modified [37].

CELL CYCLE ANALYSIS

The MCF-7 or MDA-MB-231 cells were treated with OXY, DOX, MEL and associations at

their respective 1Cso concentrations for 24 h. After treatment, the cells (5x105) were washed

with PBS and fixed in 70 % (v/v) ice-cold methanol/PBS for at least 1 hour at 4°C. The
fixed cells were washed once with PBS and then incubated in PBS supplemented with 10
ug/mL propidium iodide (PI) and 20 pg/mL RNAse at 37°C for 30 min at room temperature
in the dark. For each sample, 10,000 events were analyzed using a FACScan (Becton and

Dickson) and analyzed using CellQuest software.

ASSESSMENT OF APOPTOTIC CELLS BY DAPI STAINING

The cells were treated with OXY, DOX, MEL and associations at their respective 1Cso
concentrations for 24 h. Next, the cells were fixed with 70 % methanol/PBS for 1h and
then permeabilized with Triton X-100 (0.5 % in PBS) for 25 min. Cells were finally
stained using 10 pg/mL DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) in PBS and allowed to

stand for 7 min in a dark condition. The cells were washed and then collected by flow
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cytometry BD FACSCalibur (Becton, Dickinson) and analyzed using the CellQuest

software.

IMMUNOCYTOCHEMISTRY

The cells were treated with OXY, DOX, MEL and associations at their respective 1Cso
concentrations for 24 h. Next, the cells were fixed with 4 % paraformaldehyde, 0.3 %
BSA and Triton X-100 0.5 % for 20 min and permeabilized with Triton X-100 (0.5 % in
PBS) for 25 min. The cells were then washed in PBS three times and primary antibody
anti-caspase-3 was added and incubated in the dark for approximately 1 h. The cells
were then washed in PBS three times and the fluorescence secondary antibody (Alexa
647, TermoFisher) was added and incubated in the dark for approximately 1 h. The cells
were washed and then collected by flow cytometry BD FACSCalibur (Becton,

Dickinson) and analyzed using the CellQuest software.

ANNEXIN V BINDING ASSAY

Double staining for annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC) and Pl was performed
with the Annexin-V apoptosis detection kit (Molecular Probes). MCF-7 or MDA-MB-231
cells were treated or not with different concentrations of OXY, DOX, MEL and
associations for 24 hours. They were then washed twice in cold annexin V-buffer and
centrifuged at 2500 rpm for 5 min. Pellets were resuspended in 20 pL of annexin V FITC,
and after 15 min of incubation in the dark, 480 pL of annexin V-buffer was added according
to the manufacturer instructions. Annexin V-FITC labeling was recorded on a BD

FACScalibur (Becton and Dickson) and analyzed using CellQuest software.
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gPCR

Real-time quantitative polymerase chain reaction (QPCR) was performed in untreated

and treated cells [38]. mMRNA from cells were isolated using Trizol (Invitrogen, USA)

reagent, according to the manufacturer’s instructions, and quantified using a Nanodrop

spectrophotometer. Two micrograms of total RNA were used as a template for cONA

synthesis, using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life Technologies,

USA). PowerUpTM SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, USA), was used

to quantify mRNA expression levels, with actin as an endogenous control. Real-time

reactions were performed in triplicates using a StepOne Real-Time PCR Systems

(Applied Biosystems, USA). Relative quantification was performed using the Delta-

Delta Ct method. Primer sequences were as follows:

Genes Forward Reverse
Caspase 3 | GCTGGATGCCGTCTAGAGTC ATGTGTGGATGATGCTGCCA
GAPDH CATGGGGAAGGTGAAGGTCGA | TTGGCTCCCCCCTGCAAATGAG

STATISTICAL ANALYSIS

Data were analyzed using Student's t-test when comparing two groups or one-way

ANOVA for more than two groups using the software GraphPad Prism 6.0. P values

less than 0.05 were considered significant.
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RESULTS AND DISCUSSION

Stilbenes are natural products isolated from several plant species and resveratrol
is by far the most studied among them, with several of its biological effects having
already been described, including anti-cancer effect. Among its effects, resveratrol has
been shown to potentiate the cytotoxic effect of melphalan on MCF-7 breast cancer cells

[39-42].

Here, we describe the anti-breast cancer effects of two trans-resveratrol
derivatives. The polyphenols POLY and OXY has been widely studied, and several of
its biological activities have been described: antineoplastic, antiviral, antibacterial, anti-
inflammatory, antioxidant, neuroprotective, hypoglycemic activity, whitening and skin

care effects and protective function of hepatic damage [9; 43].

It has been demonstrated that POLY reduced cell viability on breast cancer cells
4T1 and MCF-7 as well as present ICso values of 66.56 and 103.1 UM, respectively. For
OXY has been demonstrated that 10 uM has an estrogenic activity and can induce
proliferation of MCF-7 cells and upregulation of ERa/p expression. Although it has been
shown that OXY, isolated from S. china L., present I1Cso values of 4.5 and 5.6 pg/mL, for
MCF-7 and MDA-MB-231 cells, respectively [44-46]. Actually, breast cancer is the type of
cancer that more kills women in the world, and in 2015, were 571,000 deaths [1]. Thus, we
sought to better characterize the effect of polyphenols in breast cancer cells, and by
evaluating its anticancer effect of association with two classical chemotherapeutic agents,

DOX (anthracycline antibiotic) and MEL (nitrogen mustard alkylating agent).

Initially, we performed the cytotoxicity assay to assess the effect POLY, OXY,
DOX and MEL in breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 and non-tumor breast

cell line MCF-10A. After the treatment with different concentrations of compounds
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for 24 hours, the MTT assay was performed (Figure 2). Our results demonstrated that
POLY in the 24 hour treatment of MDA-MB-231 cells only at the highest concentration
tested (300 pM), significantly decreased 27.94 % of cell viability (P < 0.0031).
Furthermore, POLY showed no cytotoxicity in MCF-7 cell (Figure 2A). We observed that
OXY reduced the cell viability of the MCF-7 and MDA-MB-231 cells in a dose-dependent
manner. The cytotoxicity in MCF-7 and MDA-MB-231 cells started at the concentration of
50 uM with a significantly reduction of 24.63 and 8.58 % (P < 0.05), respectively (Figure
2B). The DOX significantly reduced 29.55 and 31.98 % (P < 0.001) the viability of MCF-7
and MDA-MB-231 at concentrations of 0.5 and 2 uM, respectively (Figure 2C). MEL, at
concentrations of 100 and 50 uM, significantly reduced the viability in MCF-7 and MDA-
MB-231 cells by 45.00 and 15.24 % (P < 0.05), respectively (Figure 2D). In human non-
tumor mammary cells MCF-10A, the OXY, DOX and MEL, at the concentration of 100
UM, had 83.59, 35.11 and 87.43 % of viable cells, respectively. However, POLY showed

no cytotoxicity in MCF-10A cells (Figure 2A-D).

We determined that the 1Csos of OXY, DOX and MEL for MCF-10A, MCF-7 and
MDA-MB-231 cells were >300, 26.54 and 195.97 uM, 164.10, 22.60 and 155.70 uM
and 287.08, 32.55 and 240.26 uM, respectively (Table 1). This value is higher than the
ICsos of 4.5 and 5.6 pg/mL (18.42 and 22.93 uM), that were established for MCF-7 and
MDA-MB-321 cells, respectively [44]. The selectivity index (SI) was also calculated
from the ICso obtained from the MCF-10A cells and the ICso from the MDA-MB-231
cells, the SI for OXY was >1.05 and for DOX and MEL were 0.82 (Table 1).

It has been commonly assumed that combination chemotherapy for breast
cancer, with true synergistic potential, will result in improved response rate, better

symptom palliation and improved survival compared to single agent chemotherapy [46].
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Therefore, we assessed whether OXY could synergize with DOX and MEL, using the
fractional inhibitory concentration index and the isobologram method. Thus, the 1Csos for both
drugs were determined (Table 2), the calculated 1Cso value for OXY was plotted on the y axis,
and the ICso values for DOX were plotted on the x axis (Figure 3A-C), for MEL, the 1Cso
values were plotted on the x axis (Figure 3B-D). The two points were connected to form the
line of additivity. The points on this line were classified as additive, points above the line
indicate antagonistic effects, and points below the line indicate synergistic effects. The
combination of 93.61 uM OXY + 5.65 pM DOX in MCF-7 and 211.09 uM OXY + 2.034 uM
DOX in MDA-MB-231 both showed a moderate synergism effect, with FIC values of 0.82 and
0.80, respectively. Likewise the combination of 10.25 pM OXY + 29.25 uM MEL in MCF-7
showed strong synergism and 132.93 uM OXY + 15.01 uM MEL in MDA-MB-231 presented
synergism, with FIC values 0.25 and 0.52, respectively (Table 2), according to Chou [48]. Rai
and colleagues [49] demonstrated that resveratrol improves the anticancer effects of DOX in
vitro and in vivo, besides the combinatorial treatment of 216 nM DOX plus 84.6 uM
resveratrol was able to reduced 2.5 fold the dose of DOX in comparison to ICso of DOX alone.
Our results demonstrated that 93.61 uM OXY + 5.65 uM DOX in MCF-7 and 211.09 uM
OXY + 2.034 uM DOX in MDA-MB-231 cells were able to decrease the concentrations of the
antineoplastic DOX and MEL, 4.0 and 16.0 times, respectively, meanwhile, the associations of
10.25 uM OXY + 29.25 pM MEL in MCF-7 and 132.93 uM OXY + 15.01 pM MEL in
MDA-MB-231 cells were able to decrease in 5.0 and 16.0 times the concentrations of the
chemotherapeutic agents, respectively, without them losing their activity, when compared
separately. Due to the fact that these associations are synergistic and contain the lowest
concentration of the chemotherapeutic agents, they were chosen for the other assays.

Light microscopy was used to evaluate the morphological effect of OXY, DOX,

MEL, and its associations, exposure on MCF-7 and MDA-MB-231 cells. MCF-7 and
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MDA-MB-231 cells were exposed to the compounds for 24 h at the determined ICso
values. The treatment of OXY in MCF-7 cells showed no significant morphological
changes, but reduced cell density. Regarding the treatment with DOX, MEL and OXY +
DOX and OXY + MEL combinations, it was possible to observe changes in cell
morphology, with reduction of cell size in relation to the control. In addition, there was
fragmentation and formation of cell membrane extensions. OXY treatment of MDA-
MB-231 cells resulted in morphological changes that include rounding and retraction up
of cells, with reduced cell size compared to control. The same pattern of change in cell
morphology was observed after treatment with DOX and association OXY + DOX and

OXY + MEL. In all treatments, a decrease in cell density was observed (Figure 4).

To further examine the cytotoxic effects of OXY, DOX, MEL and associations over
a prolonged period of time, clonogenic assays were performed on both of the cell lines for
18 days after treatment with ICso, respectively. According to the literature, cell groups with
than 50 cells were considered as colonies [50]. Our data showed that the clonogenic ability
of MCF-7 and MDA-MB-231 cells was inhibited in the presence of 1Cso of OXY, DOX,
MEL and associations of OXY + DOX and OXY + MEL (Figure 5A-C). The clonogenicity
assay allows evaluation of the ability of cells to form colonies. This assay detects, after the
cytotoxic effect of treatment, whether cells can form and maintain the ability to generate
daughter cells. Resveratrol, another stilbene, also has ability to inhibit colony formation in
MDA-MB-231 cell in a concentration of 100 uM
[51]. This mechanism is valid for cancer control since the cell is unable to divide and is

unable to maintain the tumor.

The mechanism of action of DOX is due to the induction of DNA-damage, mainly
through inhibition of DNA topoisomerase Il enzyme after induction of double-strand
DNA breaks [52]. Doxorubicin-induced ROS production could promote loss of
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mitochondrial membrane potential, mitochondrial swelling and outer membrane rupture
that initiates the release of cytochrome c, which the eventual outcome is apoptotic cell
death [53]. Corroborating these data, we found that DOX increase the ROS production
1.13 and 1.89-fold in MCF-7 and MDA-MB-231 cells, respectively. However, the
association OXY + DOX in both cells reduced ROS levels by 1.87 and 1.41-fold

(Figure 6A-B).

OXY is a molecule that has an antioxidant effect on many types of cell [26].
Passos and colleagues [30] showed that 30.5 uM of OXY reduced ROS levels by 3.6-
fold in mice peritoneal macrophages. It has been suggested that OXY present protective
effects against oxidative hepatic damage in vitro and in vivo [54]. OXY also have
protective effects against reactive oxygen and nitrogen species in a murine microglial
cell line, by considerably decreasing nitric oxide and ROS levels [55]. Similarly,
treatment with 164.10 uM OXY in MCF-7 and 287.08 uM in MDA-MB-231 cells
reduced ROS levels by 0.50 and 1.71-fold (Figure 6A-B). However, a difference in
ROS production was observed in MCF-7 and MDA-MB-231 cells after treatment with
MEL and OXY + MEL. We found that 155.70 uM MEL and 10.25 uM OXY + 29.25
UM MEL increased ROS production in 1.51 and 1.78-fold in MCF-7 cell (Figure 6A).
However, in cell MDA-MB-231 the association of 132.93 uM OXY + 15.01 uM MEL

reduced ROS levels by 1.40-fold (Figure 6B).

In breast cancer, the tumor suppressor genes are associated with abnormal histone
modification like acetylation and methylation of histone along with DNA. Among these
changes, loss of cell cycle checkpoints may compromise the fidelity of DNA replication
prior to cell division, playing an important role during carcinogenesis [56; 57]. Studies have

reported that phytochemicals can regulate gene expression by targeting different
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components of the epigenetic machinery. These epigenetic changes can occur through cell

cycle arrest, initiating apoptosis and reactivation of tumor suppressing genes [58; 59].

Due to the morphological effects of OXY, DOX, MEL and associations in MCF-
7 and MDA-MB-231 cells, we verified whether these compounds would be able to alter
the cell cycle. For this, the cells were incubated in the presence or absence of the
compounds for 24 hours, labeled with cell cycle solution and analyzed by flow
cytometry. The cells treated with DMSO did not alter the cell cycle, in relation of
untreated control (Figure 8A-B). Our results demonstrate that OXY was not able to
alter the MCF-7 cell cycle. However, DOX, MEL and OXY + DOX and OXY + MEL
associations were able to significantly alter the GO/G1 phase with increasing 1.76, 1.69,

1.39 and 1.33-fold, respectively (Figure 8A).

In the MDA-MB-231 cells, OXY affected the division pattern of the cells by
decreasing the cells in GO/G1 phase 1.29-fold and increasing the cells in S phase 2.11-
fold. The DOX increased by 9.63-fold the sub-GO/G1 phase and decreased by 31.88-
fold the GO/G1 phase. MEL decreased by 1.54-fold the GO/G1 phase and increased by
2.45-fold the S phase. The association between OXY + DOX and OXY + MEL,
increased the sub-G0/G1 phase by 9.0- and 7.03-fold, and decreased the GO/G1 phase
by 1.91- and 1.64-fold, respectively (Figure 8B). Casanova and colleagues [42]
demonstrated that MEL at the concentration of 50 uM did not alter the sub-G0/G1 and
S phase of the cell cycle in MCF-7 cells, however its association with resveratrol was

able to significantly increase the cells in the sub-GO0/G1 and S phase.

In the early stages of apoptosis, cells morphology changes, with size reduction, with
well-compacted organelles in the cytoplasm and chromatin condensation [60]. Our light

microscopy data show that after treatment with 287.08 uM OXY the cells shrunken
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(Figure 4), indicative of apoptotic death. To discriminate apoptotic and necrotic cell death,
the cells were stained with Annexin V-FITC and PI, and analyzed using flow cytometry.
Our results demonstrate that OXY and OXY + MEL increased the percentage of annexin-V
positive cells, which characterizes apoptosis death, by 3 and 5-fold in relation to untreated
control, respectively (Figure 9A). Data in literature has been demonstrating the apoptotic
effect of OXY in cancer cells. OXY induce autophagy along with apoptosis in
neuroblastoma cells, and down-regulated the anti-apoptotic Bcl-2 and up-regulated the pro-
apoptotic Bax protein [61]. Sunilkumar et al. [62] demonstrated that 40 uM OXY for 48 h
was able to externalize phosphatidylserine in MDA-MB-231breast cancer cells indicating
apoptosis. Our results demonstrated that DOX increased the percentage of PI positive cells
and annexin-V/PI positive cells by 25.8- and 353.3-fold, respectively, in relation to
untreated control (Figure 9B) and the association of OXY + DOX increased the percentage
of PI positive cells by 54.1- and 10.8-fold, respectively, which characterizes late apoptotic

cells and necrotic cells (Figure 9B-C).

To further confirm the mode of cell death, the MDA-MB-231 cells were assessed by
DAPI staining. With the process of apoptosis, the ability of permeability for DAPI dye is
improved and the apoptotic cells will produce high blue fluorescence. Our results
demonstrated that after incubation with 287.08 uM OXY, 211.09 uM OXY + 2.03 uM
DOX and 132.93 pM OXY + 15.01 uM MEL for 24 hours, the apoptotic cells increased
2.48-, 2.24- and 1.74-fold, confirming the results obtained in the cell death experiment by
Annexin-V/PI (Figure 10). To determine the effect of OXY, DOX, MEL and associations
on MDA-MB-231 cells, caspase-3 involved in apoptosis was analyzed by
immunocytochemistry and gPCR. Our immunocytochemistry results showed that OXY,
DOX and OXY + DOX increased 3.47-, 24.59- and 9.33-fold the levels of caspase-3

compared with untreated control (Figure 11A). In addition, OXY and OXY + DOX
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induced significant upregulation of caspase-3 demonstrated by RT-PCR results (Figure
11B). These data suggest that OXY and its association with DOX induces apoptosis in
MDA-MB-231 cells through a caspase-3 mediated pathway. Furthermore, caspase-3 is
the principal caspase that catalyse the cleavage of many key cellular proteins within the

apoptosis machinery [63].

In conclusion, the results of our study demonstrated the in vitro anti-breast
cancer effect of OXY and its associations with chemotherapeutic agents DOX and
MEL, however not in non-tumor cells, which lead us to suggest OXY as promising

candidate for clinical trial.
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TABLE 1. Cytotoxicity results for oxyresveratrol, doxorubicin and melphalan in

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

DRUGS ICso I(\:IJ\:/II;-loA |C5(Em(§p_7 e | 1€ Ma/;\\/-ll)\/lBQSl -
OXYRESVERATROL >300 164.10 +19.17 1.83 287.08 +11.09 1.05
DOXORUBICIN 26.54 + 4,81 22.60 +1.61 117 32,55+ 17.80 0.82
MELPHALAN 195.97 +11.07 155.70 +6.21 1.26 240.26 + 25.46 0.82

* The selectivity index (SI) was calculated as the ratio of ICso on MCF-10A cells to ICso

on MCF-7 cells.

#The selectivity index (SI) was calculated as the ratio of 1Cso on MCF-10A cells to 1Cso

on MDA-MB-231 cells.

ICs0 — Inhibitory concentration to 50% of the cells.
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TABLE 2. Combination index of oxyresveratrol with doxorubicin (OXY + DOX)

and oxyresveratrol with melphalan (OXY + MEL) in MCF-7 and MDA-MB-231

breast cancer cells.

CELLS LINE COMBINATIONS DOSE *FIC EFFECTS
(M)
OXY 93.61 + DOX 5.65 0.82 Moderate Synergism
OXY 42.95+DOX 11.30 | 0.76 | MModerate Synergism
MCF-7 OXY 1025+ MEL 29.25 | °?° Strong Synergism
OXY 20.51 + MEL 31.34 0.32 Synergism
OXY 41.02 + MEL 33.40 0.46 Synergism
OXY 82.05 + MEL 32.30 0.63 Synergism
OXY 211.09 + DOX 2.03 0.80 Moderate Synergism
OXY 208.09 + DOX 8.14 0.97 )
OXY 202.30 + DOX 16.27 1.20 -
MDA-MB-231
OXY 132.93 + MEL 15.01 0.52 Synergism
OXY 116.30 + MEL 30.03 0.53 Synergism
OXY 87.69 + MEL 60.06 0.55 Synergism
OXY 37.69 + MEL 120.13 0.63 Synergism

* FIC, fractional inhibitory concentration

OXY, oxyresveratrol; DOX, doxorubicin; MEL, melphalan.
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Figure 1. Chemical structure of (A) Polydatin, (B) Oxyresveratrol, (C) Doxorubicin, (D)

Melphalan.
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Figure 2. Effects of Polydatin, Oxyresveratrol, Doxorubicin and Melphalan against

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

cells. The cells were treated with different concentrations of Polydatin (A),

Oxyresveratrol (B), Doxorubicin (C) and Melphalan (D) for 24 h and then cells viability

of assessed by MTT assay. Data are presented as the mean + SEM of three independent

experiments. * P <0.05, ** P <0.001, *** P. <0.0001.
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Figure 3. Isobolographic analysis of the oxyresveratrol (OXY) + doxorubicin (DOX)
and OXY + melphalan (MEL) association with MCF-7 and MDA-MB-231 cells.
MCEF-7 cell were grown in presence or absence of the indicated concentration of OXY +
DOX (A) and OXY + MEL (B), by the same way, MDA-MB-231 cell were grown in
presence or absence of the indicated concentration of OXY + DOX (C) and OXY +
MEL (D). Cytotoxicity for cells was determined by MTT assay after 24 h of treatment.
The straight line is the line of additivity and represents all of the additive theoretical
combinations that should inhibit survival by 50%. The points below the additivity line
represent synergistic combinations. The results represent the means + SEM from three

experiments performed in triplicate. FIC, fractional inhibitory concentration.
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MCF-7

Figure 4. Morphological analysis of breast cancer cells. The MCF-7 and MDA-MB-

231 cells were treated with oxyresveratrol (OXY), doxorubicin (DOX), melphalan
(MEL), oxyresveratrol + doxorubicin (OXY + DOX) and oxyresveratrol + melphalan

(OXY + MEL) combinations for 24h.
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Figure 5. Formation of MCF-7 and MDA-MB-231 colonies after treatment by
oxyresveratrol, doxorubicin, melphalan, oxyresveratrol with doxorubicin
and oxyresveratrol with melphalan. After treatment with ICso concentrations of OXY,
DOX, MEL, OXY with DOX and OXY with MEL or 1% DMSO for 24 h, the number of
MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) colonies was determined after 15 days of culture. MCF-7
and MDA-MB-231 (C) cells plated treated with OXY, DOX, MEL, OXY with DOX and
OXY with MEL for 24 h, with medium replace every 3 days. Cell colonies were stained with
crystal violet. Data are presented as the mean £ SEM of three independent experiments. ***
P <0.0001, in relation of control.
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Figure 6. Effect of oxyresveratrol, doxorubicin, melphalan, oxyresveratrol with
doxorubicin and oxyresveratrol with melphalan on production of reactive oxygen
species (ROS) in MCF-7 and MDA-MB-231 cells. Detection of ROS was performed
using MCF-7 (A) and MDA-MB-231 (B) cells were adhered to 96-well opaque culture
plates and treated with OXY, DOX, MEL and associations or 1% DMSO at their
respective 1Cso concentrations for 3 h. The cells were then stained with 50 uM 2',7'-
Dichlorofluorescin diacetate (DCFDA, Sigma-Aldrich), and ROS was measured
immediately using 500/526 nm excitation/emission wavelengths. The data represent the
mean + SEM of three independent experiments. *** P <0.0001, in relation of control.

OXY, oxyresveratrol; DOX, doxorubicin; MEL, melphalan.
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Figure 7. Analysis of the mitochondrial activity of breast cancer cells MCF-7 and
MDA-MB-231 after treatments by oxyresveratrol, doxorubicin, melphalan,
oxyresveratrol plus doxorubicin and oxyresveratrol plus melphalan. The MCF-7
(A) and MDA-MB-231 (B) cells were cultured in the presence of 1Cso OXY, DOX,
MEL and associations, or 1% DMSO for 3 h. The mitochondrial membrane potential
(A¥m) was evaluated using JC-1. Results expressed as red/green fluorescence ratios,
represent the mean £ SEM of three independent experiments. * P <0.05, *** P <0.0001,

in relation of control. OXY, oxyresveratrol; DOX, doxorubicin; MEL, melphalan.
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Figure 8. Evaluation of cell cycle through analysis of DNA content of breast cancer
cells MCF-7 and MDA-MB-231 after treatments by oxyresveratrol, doxorubicin,
melphalan, oxyresveratrol plus doxorubicin and oxyresveratrol plus melphalan. The

MCF-7 (A) and MDA-MB-231 cells (B) were treated or not with 1% DMSO and 1Cso
of OXY, DOX, MEL and associations for 24 hours and cell cycle evaluated after PI
staining by flow cytometry analysis. The data represent the mean £ SEM of three
independent experiments. * P <0.05, ** P <0.001, *** P <0.0001, in relation of control.

OXY, oxyresveratrol; DOX, doxorubicin; MEL, melphalan.
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Figure 9. Effects of oxyresveratrol, doxorubicin, melphalan, oxyresveratrol plus
doxorubicin and oxyresveratrol plus melphalan on type of cell death in MDA-MB-

231 cells. The cells were treated or not with 1% DMSO and ICso of OXY, DOX, MEL and
associations for 24 hours. They were then stained with Annexin V-FITC and propidium

iodide (PI), and the result was evaluated in flow cytometer BD FACScalibur (Becton and
Dickson) and analyzed using CellQuest software. Annexin V/PI™ cells (A), PI" cells (B)
and Annexin V" cells (C) in MDA-MB-231 cell. The data represent the mean

+ SEM of three independent experiments. * P <0.05, ** P <0.001, *** P <0.0001, in

relation of control.
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Figure 10. Assessment of apoptotic cells by DAPI staining. The MDA-MB-231 cells
were treated or not with 1% DMSO and ICso of OXY, DOX, MEL and associations for
24 hours. They were then fixed, permeabilized and stained with DAPI. The result was
evaluated in flow cytometer BD FACScalibur (Becton and Dickson) and analyzed using
CellQuest software. The data represent the mean = SEM of two independent

experiments. * P <0.05, in relation of control.
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Figure 11. Relative fluorescence of immunocytochemistry and mRNA expression
of caspase-3 in MDA-MB-231 cells. The cells were treated or not with oxyresveratrol,
doxorubicin, melphalan, oxyresveratrol plus doxorubicin and oxyresveratrol plus
melphalan for 24 hours. (A) The cells were fixed, permeabilized, stained with primary
antibody anti-caspase-3, and then stained with fluorescence secondary antibody. The
result was evaluated in flow cytometer BD FACScalibur (Becton and Dickson) and
analyzed using CellQuest software. The data represent the mean + SEM of two
independent experiments. (B) The RNA was extracted using the Trizol reagent. Two
micrograms of total RNA were used in cDNA synthesis. The gPCR was performed with
caspase-3 primers, and the results obtained after normalization as a function of actin
expression, showed as mean + SEM of two independent experiments. * P <0.05, *** P

<0.0001 in relation of control.
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Increase in fatty acids and flotillins
upon resveratrol treatment of
human breast cancer cells

Luciana Gomes?, Marcos Sorgine?, Carlos Luan Alves Passos?, Christian Ferreiral,
Ivone Rosa de Andrade?, Jerson L. Silva(®? Georgia C. Atella?, Claudia S. Mermelstein(®> &
Eliane Fialho?!

Flotillin-1 and flotillin-2 are highly conserved proteins that localize into cholesterol-rich microdomains
in cellular membranes. Flotillins are closely related to the occurrence and development of various
types of human cancers. Flotillin-1is highly expressed in breast cancer, and the high expression level
offlotillin-1is significantly correlated with poorer patient survival. Here we studied the relationship
between the formation oflipid rafts and the expression of flotillins and lipids in human breast cancer
cells.We used the polyphenol compound resveratrol to alter the structure and function of the plasma
membrane.Our data revealed an increase in fatty acidsin MCF-7 and MDA-MB-231 cells upon
resveratrol treatment. Interestingly, we also found an increase in the expression of both flotillin-1
andflotillin-2 in breast tumor cells after treatment. Resveratrol also induced changesin the pattern of
flotillin distribution among detergent-resistant lipid rafts fractions in both cell lines and induced the
nuclear translocation of flotillin-2.Since resveratrol has been pointed out as a putative cancer therapy
agent, our results could have an impact on the understanding of the effects of resveratrol in tumor cells.

Lipid rafts are specialized membrane structures that are involved in myriad of cellular functions, such as endo-
cytosis, cell signaling and the control of cell survival and death. They are enriched in cholesterol, sphingolipids
and specific proteins, such as flotillins. Several studies found that flotillins are closely related to the occurrence
and development of tumors'~*. Flotillin-1 is highly expressed in breast cancer specimens, and the high expression
level of flotillin-1 is significantly correlated with later clinical staging and poorer patient survival'. Knockdown
of either flotillin-1 or -2 inhibits the proliferation and invasiveness of MCF-7 and MDA-MB-231 human breast
cancer cells'#*,

Besides flotillins, alterations in lipids from membrane microdomains, are found in cancer cells, and they cor-
relate with changes in the control of cell adhesion, cell proliferation, cell death, and cell signaling®. Thus, studies
with substances that alter lipid rafts in cancer cells are relevant. It has been shown that resveratrol induces phase
separation and formation of liquid-ordered domains in bilayer structures’. Resveratrol is a polyphenol compound
present in grape skin and seeds, and it has been pointed out as a possible contributor to cancer therapy, antioxi-
dant activity, cardiovascular protection, and neurodegenerative diseases treatment®. Noteworthy, the mechanism
by which resveratrol exerts such pleiotropic effects remains unclear and controversial.

Resveratrol has a high affinity for the lipid part of membranes; the hydroxyl groups of resveratrol interact with
the polar head groups of phospholipids’. Recently, it was found that resveratrol increases the surface area per
lipid, decreases membrane thickness, and protects lipid membranes from hydrolysis by phospholipases'”. Colin
and colleagues showed a different interaction of resveratrol and the plasma membrane in cancer cells, where
resveratrol could enter the cell by endocytosis via lipid rafts activating downstream signaling pathways''. They
also showed that resveratrol promotes the redistribution of specific signaling proteins into lipid rafts, which could
be associated with resveratrol anticancer effects. In face of the recent findings related to the influence of resvera-
trol in the organization of the plasma membrane, and specifically the lipid rafts, we decided to study the effects of
resveratrol in the expression of flotillins and lipids in human breast cancer cells.
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