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RESUMO

As Viridicatum toxinas (VTs) sédo substancias produzidas por fungos endofiticos
de varias espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces. Reconhecida
por suas ac¢des antimicrobianas, é considerada um potente antibiotico pertencente a
familia das tetraciclinas; ambas apresentam um nucleo de carboxamida tetraciclico
em sua composicao. Além dessa atividade antibidtica, a Viridicatum toxina A (VTA) e
seus analogos, Viridicatum toxina B, C, D, E, F, espirohexalina e previridicatumtoxin,
apresentaram em estudos anteriores, resultados promissores de citotoxicidade em
células neoplasicas de pulméo, cdélon e colo de utero in vitro. Neste estudo foram
realizados experimentos a fim de verificar a citotoxicidade da Viridicatum toxina A,
utilizando o modelo de cultura celular em monocamada. As linhagens de cancer de
mama (MCF7), mama triplo-negativo (MDA-MB-231), rim (786-0), figado (HepG2) e
cblon (HT29), foram tratadas nas concentracbes de 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL e
apresentaram resultados de Glso entre 6,13 e 16,12 ug/mL, com seletividade para
todas elas na concentracao de 10 pg/mL. Posteriormente duas linhagens de interesse,
786-0 e MDA-MB-231 foram submetidas ao teste com laranja de acridina e brometo
de etideo, nas concentragbes da Glso e 2x Glso, que se aproximavam muito a
concentracéao seletiva, afim de verificar a viabilidade celular, onde ambas as linhagens
apresentaram alterac6es morfoldgicas que indicaram presenca de morte celular pela
via de apoptose. O que é reforcado, principalmente por conta de estudos prévios
envolvendo a Viridicatum toxina A, que demonstraram a indugcdo de apoptose em
células de cancer de colo do utero (HelLa), através da parada da via G2/M, além disso,
na linhagem de mama triplo-negativo, as tetraciclinas, quais sdo estruturalmente
semelhantes as VTs, induziram apoptose através da inibicio das MMPs
(metaloproteinases de matriz). Sendo assim, concluimos atraves deste, que A VTA &
uma substancia com potencial para agente antitumoral por apresentar atividade
antiproliferativa e citotOxica potente, seletiva na concentracdo de 10 pg/mL e com

indicios de estimular injuria celular pela via de morte celular por apoptose.

Palavras chaves: Viridicatum toxina A, cultura celular, citotoxicidade.



ABSTRACT

Viridicatum toxins (VTs) are substances produced by endophytic fungi of
various species of the Penicillium, Aspergillus, and Paecilomyces family. Recognized
for its antimicrobial actions, it is considered a potent antibiotic belonging to the
tetracycline family; both have a tetracyclic carboxamide nucleus in their composition.
In addition to this antibiotic activity, Viridicatum toxin A (VTA) and its analogues,
Viridicatum toxin B, C, D, E, F, spirohexalin and previridicatumtoxin, have shown in
previous studies, promising results of cytotoxicity in neoplastic cells of lung, colon and
cervixus in vitro. In this study, experiments were performed to verify the cytotoxicity of
Viridicatum toxin A, using the monolayer cell culture model. Breast (MCF7), triple-
negative breast (MDA-MB-231), kidney (786-0), liver (HepG2) and colon (HT29)
cancer lines were treated at concentrations of 0.1, 1, 10 and 100 pg/mL and showed
GI50 results between 6.13 and 16.12 pug/mL, with selectivity for all of them at the
concentration of 10 ug/mL. Subsequently, two strains of interest, 786-0 and MDA-MB-
231 were tested with acridine orange and ethidium bromide, at concentrations of G150
and 2x GI50, which were very close to the selective concentration, in order to verify
cell viability, where both strains showed morphological changes that indicated
presence of cell death by apoptosis pathway. This is reinforced, mainly, by previous
studies involving Viridicatum toxin A, which demonstrated the induction of apoptosis in
cervical cancer cells (HelLa), through the arrest of the G2/M pathway; moreover, in
triple-negative breast lineage, tetracyclines, which are structurally similar to VTS,
induced apoptosis through the inhibition of MMPs (matrix metalloproteinases). Thus,
we conclude that ATV is a substance with potential as an antitumor agent for
presenting potent antiproliferative and cytotoxic activity, selective at the concentration
of 10 pug/mL and with indications of stimulating cell injury by the apoptosis cell death
pathway.

Key Words: Viridicatumtoxin A, cell culture, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

As Viridicatum toxinas (VT) sdo produzidas por fungos endofiticos de
varias espécies, dos géneros Penicillium, Aspergillus e Paecilomyces, sendo um
metabdlito fungico destes. Uma rara classe de antibiético policetideo pertencente
a familia das tetraciclinas, as Viridicatum toxinas tem atividade biologica bem
reconhecida como agente antimicrobiano. Essa substancia se apresenta com
forte papel antibacteriano, inclusive contra cepas resistentes a antibioticos
convencionais, como a oxitetraciclina (PUBCHEM, 2021; SHANG et al,. 2015).

O primeiro composto da classe das Viridicatum toxina foi isolado em 1973
denomidado Viridicatum toxina A (VTA) (HUTCHISON et al., 1973),
posteriormente seus analogos, a Viridicatum toxina B (VTB) (ZHENG et al.,
2008), previridicatumtoxin (CHOOI et al., 2012), espirohexalina (INOKOSHI et
al., 2013), e os mais recentes Viridicatum toxinas C (VTC), D (VTD), E (VTE) e
F (VTF) (SHANG et al., 2015) foram identificados, tendo estudos concentrados
em sua acao antimicrobiana, principalmente por conta de sua relacdo proxima

as tetraciclinas.

Além de sua acao antibidtica, as Viridicatum toxinas apresentam demais
funcdes promissoras, uma delas diz respeito a citotoxicidade desta substancia
em células do cancer. Um estudo realizado na ultima década demonstrou a
atividade das VTs em algumas linhagens celulares neoplasicas, como NHCI-
H460 (Pulméao), KB3-1 (Carcinoma de colo do utero), e SW620 (Carcinoma de
c6lon) com valores de ICso em destaque paraa VTAe VTB (SHANG et al., 2015).

Uma vez que esta substancia apresenta perspectivas para uso como
farmaco, este trabalho realizou a triagem da VTA como agente citotoxico contra
5 tipos de células tumorais humanas: MCF7 (adenocarcinoma de mama), 786-0
(adenocarcinoma renal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama triplo
resistente), HepG2 (carcinoma hepatocelular), HT-29 (adenocarcinoma
colorretal) e uma linhagem n&o tumoral para avaliar toxicidade, NIH-3T3
(fibroblasto murino).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. CANCERE APOPTOSE

O cancer representa uma doenca de extrema importancia no cenario
mundial. Somente no ano de 2020 foram contabilizados 19,3 milhdes de novos
casos ao redor do mundo, ocasionando a morte de cerca de 10 milhdes de
pessoas. (SUNG et al., 2021).

Mesmo se tratando de uma das doencas mais antigas da historia da
humanidade, tendo registros descobertos recentemente em ancestrais humanos
com mais de 1,6 milhdo de anos (BERGER et al., 2016), por ser classificada
como uma doenca maligna e uma das protagonistas nos casos de morbidade, o
cancer atinge todos os paises do globo impactando profundamente aspectos
sociais e econémicos destes (MATTIUZZI; LIPPI, 2019).

No Brasil o cancer de mama é um dos mais recorrentes e segundo o INCA
(instituto nacional do cancer) para o ano de 2022 foram estimados cerca de
66.280 novos casos da doenca e ao longo das ultimas décadas a taxa de
mortalidade apresenta uma tendéncia ascendente em todas as regides do pais
(Figura 1).
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Figura 1 — Taxas de mortalidade de cancer de mama no Brasil e regifes, 1980 a 2020.
Fonte: Inca. Atlas de Mortalidade por Cancer. Acesso em: 13 de out 2022.

Ao falarmos de céancer é importante conhecermos alguns termos como
tumor e neoplasia, que dizem respeito a proliferacdo anormal do tecido, que de

forma total ou parcial saem do controle e surtem efeitos muitas vezes agressivos



ao organismo humano. O que difere uma neoplasia maligna de uma neoplasia
benigna é justamente a caracteristica de proliferacdo das células em questéo,
uma vez que para ser classificado como maligno o crescimento celular deve ser
considerado desordenado, enquanto na neoplasia benigna, apesar do
crescimento nao ser controlado, é considerado um processo ordenado (INCA,
2011).

O processo de replicacdo celular que ocorre de forma estritamente
ordenada € o ciclo celular, em que as informacdes genéticas sdo transmitidas e
replicadas de uma geragao celular para outra (ISRAELS; ISRAELS, 2000). Nos
eucariotos este processo € divido em duas fases, interfase e mitose, e para que
um ocorra € necessario que o evento anterior seja finalizado de forma correta,
como por exemplo no caso da mitose em que o evento sO se inicia apds a sintese
completa do DNA (HARTWELL; WEINERT, 1989).

Na interfase temos trés fases, G1, S e a fase G2. Ja na mitose temos
algumas subdivisdes: préfase, onde ocorre a condensacao dos cromossomos;
metafase, em que 0s cromossomos se alinham; anafase, na qual os
cromossomos se saparam, e por fim a teléfase, onde ocorre a descondensacéo
dos mesmos (MURAKAMI; NURSE, 2000).

Sabe-se que a instabilidade genética que leva ao aparecimento de células
cancerigenas esta diretamente relacionada com a desregulacao do ciclo celular,
pois para que a formacdo do cancer ocorra sdo necessarios diversos processos
gue envolvem a replicacao celular, seja nos pontos de checagem, seja nas vias
de morte celular (WILLIAMS; STOEBER, 2012).

Quando ha sinais de sintese incompleta ou dano ao DNA celular, por
exemplo, um gene importantissimo denominado p53 é ativado por meio de
modificacdes pos-traducionais (PTMs) que desencadeia a expressao de genes-
alvo que estdo diretamente relacionados a parada do ciclo celular, que ocorre
para a realizagdo do reparo no DNA e caso esta reparagdo seja impraticavel, a
célula é levada a morte (JOERGER; FERSHT, 2016)

Outro processo que também esté relacionado tanto a formacéo, quanto a

progressédo tumoral € a inflamac&o, pois no processo inflamatorio os macréfagos



associados a tumores penetram no tecido que contém células em mutacao,
liberando fatores de crescimento, promovendo a angiogénese e consequente
processo de metéstase, em que as células neoplasicas invadem outros tecidos
(MANTOVANI, 2005).

Sendo classificados em relagdo a suas caracteristicas bioquimicas e
morfolégicas, a morte celular ocorre através de alguns processos como a
autofagia, senescéncia, necrose e apoptose: morte celular programada, que em
organismos multicelulares pode ser induzida por diversos estimulos
intracelulares e extracelulares. (CASTEDO et al., 2004; DIMRI, 2005; OKADA,;
MAK, 2004).

A autofagia ocorre em decorréncia de varios fatores como dano celular e
privacdo de nutrientes, sendo um processo catabolico onde as células por meio
da via lisossomal degradam seus proprios componentes (YANG; KLIONSKY,
2010). A senescéncia esta diretamente relacionada com o envelhecimento
celular, este que pode levar ao encurtamento dos telomeros e danos ao DNA. A
titulo de exemplo, para impedir a proliferacéo destas células, este processo induz
a parada irreversivel da proliferacdo celular, exercendo um papel relevante na

prevencao da formacéo de tumores (VARGAS et al., 2012).

A necrose, conhecida como morte celular acidental, decorrente de
processos extremos onde a célula se encontra em condicfes fisioldgicas
inviaveis como na privacao de nutrientes, hipoxia e na exposicao a substancias
toxicas por exemplo (WALKER et al., 1988). Além disso, essa via de morte
celular apresenta caracteristicas Unicas que a difere das demais. Nela ocorre o
aumento do diametro celular em muitas vezes o tamanho original da célula,
degradacdo do DNA nuclear de forma aleatéria e distensdo das organelas
celulares (HALL et al., 1997).

Esta via de morte celular, é de modo frequente relacionada com a perda
celular repentina em patologias nos seres humanos, além de associar-se a
processos infamatérios em decorréncia de componentes intracelulares que sao
liberados no espaco extracelular, apos o rompimento da membrana plasmatica
(PROSKURYAKOQV et al., 2003). Apenas uma parte destes componentes pode

efetivamente ser fagocitado, e aqueles que ndo sdo fagocitados podem causar
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leséo tecidual que leva a ativacéo ou resultante potencializacéo da resposta proé-
inflamatoria (KRYSKO et al., 2006).

A apoptose é reconhecida como a morte celular programada, podendo ser
considera como uma forma fisiol6gica de morte que ndo desencadeia processos
inflamatorios. Isso se deve aos corpos apoptéticos produzidos ao final desta via,
sendo formados pelo conteudo celular que € envolto por uma membrana
plasmatica antes de ser liberado no meio extracelular, o que facilita o

reconhecimento destes por células fagociticas (LAWEN, 2003).

Na apoptose ocorrem diversos processos caracteristicos. Em contraste a
necrose, as células em apoptose sofrem retracéao, o que faz com que a aderéncia
entre as células e a matriz extracelular seja perdida; no citoplasma ocorre a
formacgéo de vacuolos; a cromatina nuclear € condensada e se fragmenta em
varias partes que sdo englobados pelos que virdo a se tornar, CcoOrpos
apoptoticos (GRIVICICH et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2 - processo de morte celular por apoptose e necrose.
Fonte: (GRIVICICH et al., 2007).

Levando em consideracéo a grande variabilidade de tumores, compostos
por células com caracteristicas distintas, tem-se a necessidade de empregar
vérias estratégias terapéuticas no tratamento da doenca, e por esse motivo, a
dificuldade de tratamento dessas patologias é tdo significativa (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).



Atualmente existem varios tipos de tratamento para os diversos tipos de
canceres diagnosticaveis, dentre eles temos a retirada cirurgica do tumor; a
radioterapia, que utiliza da radiacdo direcionada em uma localizagao precisa
para destruir células cancerigenas e é empregado no tratamento de tumores
sélidos (FURNARI, 2009); as mais recentes imunoterapias, onde algumas
classes atuam impedindo especificamente a inibicdo de efetores imunoldgicos,
revigorando e potencialmente expandindo respostas imunes anticancer pré-
existentes (CHEN; MELLMAN, 2013); e as quimioterapias onde substancias
quimicas sao utilizadas isoladamente ou em conjunto a fim de interferir no

desenvolvimento e proliferacdo das células tumorais (BONASSA; GATO, 2016).

Outras opcdes farmacologicas sdo a hormonioterapia e a terapia alvo,
sendo que esta ultima utiliza anticorpos com especificidade as células danosas,
reduzindo assim efeitos colaterais por ndo atingir de forma agressiva os tecidos
saudaveis (Bland et al.,2017).

A gquimioterapia pode ser indicada como adjuvante, para pacientes que
passaram pela cirurgia, como neoadjuvante, a ser realizada antes do processo
cirrgico e como terapia principal em casos de metastase (BLAND et al., 2017;
KENNEDY, 1965).

Os quimioterapicos que sao utilizados para o tratamento do cancer,
porém, afetam tanto as células cancerigenas, quanto células saudaveis, fato
este que esta envolvido em um dos maiores desafios no tratamento da doenca,
uma vez que, em decorréncia da abaixa seletividade, os efeitos colaterais
sentidos pelo paciente podem ser significativos, interferindo na recuperagéo e
adesdo ao tratamento (LEBARON et al., 1988). Apesar disso, alguns
guimioterapicos apresentam niveis de seletividade maiores, o que ocorre muitas
vezes por conta das diferencas quantitativas entre os processos metabdlicos das

células saudaveis e neoplasicas (PENILDON, 2006).

Portanto uma das maiores dificuldades encontradas no ambito cientifico
e nas industrias farmacéuticas € a obtencédo de um farmaco quimioterapico que
seja seletivo para a neoplasia, atuando de forma eficiente na destruicao da célula

cancerigena sem prejudicar outros tecidos saudaveis.



2.2. CULTURA CELULAR

Cultura celular refere-se ao procedimento onde células sao retiradas de
um tecido antes do seu crescimento e inseridas em um local especifico contendo
meio de cultura que fornega nutrientes essenciais como vitaminas, minerais,
fatores de crescimento, entre outros, além de serem condicionadas em um
ambiente rico em CO2e Oz, com regulacdo de temperatura e pressao osmotica.
Dentre os mais diversos tipos celulares cultivados, temos as linhagens
aderentes, dependentes de ancoragem, e ndo aderentes cultivadas de forma
suspensa (GONCALVES; SOBRAL, 2020).

O desenvolvimento da cultura celular ocorreu frente a necessidade dos
ramos de pesquisas médicas relacionados a producdo de vacinas e a
compreensao de doencas neoplasicas e com o andamento das pesquisas e
experimentos relacionados a cultura celular foram desenvolvidos diferentes tipos
de cultura, como a cultura celular priméaria, na qual as células podem ser
originadas diretamente de um tecido, conservando parcialmente as
caracteristicas deste (FRESHNEY, 2005) e a cultura celular imortalizada, onde
as células primarias que sdo cultivadas in vitro se multiplicam continuamente
através da manutencao e troca dos meios de cultura utilizados (CARREL, 1912).

Através da cultura celular imortalizada iniciou-se o0 que conhecemos como
subcultivo, em que as células sao transferidas de um ambiente para outro que
possibilite novamente seu crescimento e proliferacao, este processo € conhecido
como repique celular e beneficia toda a operacéo de conservacgao e perpetuacéo
da linhagem celular (POLLARD; WALKER, 1997).

O modelo mais simples de cultura celular € em monocamada, em que as
células crescem em um recipiente na forma bidimensional (2D) (Figura 3) onde
se aderem a uma superficie plana facilitando a distribuicdo dos nutrientes
fornecidos pelo meio de cultura de forma homogénea, o que possibilita uma

melhor absorcédo dos fatores de crescimento pelas células (HUANG et al., 2013).



Figura 3 — cultura em monocamada de linhagens celulares aderentes.
Fonte: Compilagcéo do autor?!

IFotomicrografias em aumento de 40x de células neoplasicas aderentes de (A) HepG2; (B) HT-
29; (C) MCF7 e (D) MDA-MB-231.

Além disso, a cultura celular em monocamada é composta por células
mais planas e alongadas do que as que sao observadas em modelos in vivo, e
essa morfologia diferenciada favorece diversos processos como a proliferacéo,
diferenciacdo, apoptose e expressfes de alguns genes e proteinas, o que
possibilita a criacio de um ambiente composto basicamente por células em
proliferacdo, uma vez que as células mortas acabam por se desprender da
superficie, sendo retiradas com certa facilidade durante o processo da troca do
meio de cultura (HUH et al., 2011).

Por todas essas caracteristicas, a cultura celular 2D foi e ainda é muito
utilizada na triagem de novas drogas, porém existem algumas limitacées quanto
a este modelo uma vez que, na cultura em monocamada as células ndo sao
capazes de reproduzir sua matriz extracelular como em modelos in vivo (DUVAL
et al., 2017, EDMONDSON et al., 2014).

A cultua celular possibilitou simular diversos parametros in vitro do que
antes s6 era possivel investigar in vivo, como por exemplo a avaliacdo da
citotoxicidade, que é um processo que pode causar danos celulares diretos ao
organismo com efeitos sistémicos e fisioldgicos, e na maioria dos ensaios in vitro
é possivel avaliar esses efeitos a nivel celular, chegando muito proximo a

resultados encontrados em organismos vivos (FRESHNEY, 2005).

Dentre os tipos celulares cultivados para a pesquisa, a cultura de células
neoplasicas ¢ muito utilizada na triagem de farmacos em potencial, em que

também se utiliza de linhagens ndo neoplasicas, uma vez que no tratamento das



neoplasias com o0 uso dos quimioterapicos, os farmacos nao apresentam
especificidade, desta forma sua acdo ndo se restringe somente as células
malignas, e células saudaveis também sdo afetadas e destruidas (BONASSA;
GATO, 2016; EDMONDSON et al., 2014).

Produtos naturais e seus derivados sdao amplamente utilizados nessa
triagem, visando seu potencial citotoxico contra as células neoplasicas (ALTEI,
2014).

2.3. FUNGOS ENDOFITICOS

Os fungos endofiticos sdo aqueles que vivem no interior de plantas sem
causar nenhum sintoma ou prejuizo a mesma. E de conhecimento no meio
cientifico que muitos fungos sdo capazes de produzir diversos metabdlitos
secundéarios com capacidades farmacéuticas (FREIRE et al., 2014), como 0s
antibiéticos, medicamentos utilizados essencialmente no tratamento de
infecgbes (KIESLICH, 1986).

Os antibidticos foram os primeiros metabdlitos secundarios oriundos de
fungos endofiticos que tiveram reconhecimento da comunidade cientifica. Sabe-
se através da histéria que os Chineses utilizavam fungos para tratar ferimentos
nos pés, essa terapéutica acontecia por meio do uso de sapatos mofados. Ha
registros dessa técnica desde 3000 A.C, muito embora a Penicilina considerada
o antibiético mais eficaz da humanidade, sé tenha sido descoberta em 1928 por
Alexander Flemming por meio de culturas de Penicilium chrysogenum
(TAKAHASHI; LUCAS, 2008).

Os produtos naturais produzidos pelos fungos endofiticos manifestam
uma gama de propriedades bioldgicas antimicrobianas, neuroprotetoras,
imunossupressoras, antidiabéticas, antioxidantes, anticolinesterasicas e
citotoxicas (BENTLEY, 1997; FREIRE et al., 2014; HARPER et al., 2003; RATEB,;
EBEL, 2011). Esses metabolitos s&o agrupados em varias classes, abrangendo
os alcalbides, esterdides, acidos fendlicos, terpenos, quinonas, isocumarinas,
entre muitos outros (ZHANG et al., 2006).



Uma das propriedades dos metabolitos fiangicos muito visada ultimamente
€ sua acao anticancerigena, sendo o Taxol (paclitaxel) o farmaco de maior
importancia nesse cenario, produzido pelo fungo Taxomyces andreanae
(STIERLE et al., 1993). Porém, existem diversos fungos capazes de produzir
metabdlitos além do paclitaxel, com propriedades de inibicdo da atividade
proliferativa do cancer (GONCALVES et al., 2013).

2.4. TETRACICLINAS

As tetraciclinas representam um grupo de produtos naturais e semi
sintéticos produzidos por varias espécies de Streptomyces spp. Com sua acao
voltada contra uma grande pluralidade de microorganismos, as tetraciclinas séo
fortes agentes bacteriostaticos com acao inibitéria da sintese proteica, essa
caracteristica fez com que essas substancias se tornassem uma classe de
antibidticos muito utilizados a partir de sua descoberta (VICENTE; PEREZ-
TRALLERO, 2010).

Benjamin Duggar foi o responsavel por descobrir o primeiro antibiotico
pertencente a familia das tetraciclinas no ano de 1948, uma substancia
denominada clortetraciclina, produzida através da fermentacao natural de uma
bactéria denominada Streptomyces aureofaciens. A partir desse momento
diversos integrantes da classe das tetraciclinas foram produzidos (PEREIRA-
MAIA et al., 2010).

Os antibioticos de tetraciclinas podem ser divididos em grupos, sendo
esses: produtos naturais (primeira geragéo) como as cortetraciclinas; compostos
de segunda geracdo ou semi-sintéticos tendo como exemplo a minocicling;
tetraciclinas de terceira geracao ou glicilciclinas tal como a tigecilcina; e as
conhecidas como Chemically Modified Tetracyclines (CMTs), que sé&o
tetraciclinas quimicamente modificadas (CHOPRA; ROBERTS, 2001).

7

A primeira geracdo das tetraciclinas é formada por seus agentes
primérios, que tem como caracteristicas a baixa absorcéo e lipofilicidade; Os

componentes da segunda geracao podem ser até 5 vezes mais lipofilicos que os
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da geracao anterior, aléem de serem melhor absorvidos pelas células; A terceira
geracdo apresenta um maior espectro de acdo, sendo utilizada contra
microorganismos multirresistentes (VICENTE; PEREZ-TRALLERO, 2010); O
quarto grupo compreende as tetraciclinas quimicamente modificadas (CMTSs),
que por suas modificacOes estruturais possibilitam avaliar as atividades nao
antibioticas dessas substancias (GARCIA-ALVAREZ; OTEO, 2010).

De acordo com NELSON (1998 p.5) as tetraciclinas apresentam uma
estrutura molecular simples contendo um ndcleo composto por um sistema de
quatro anéis naftaleno carboxamida tetraciclico, sendo este extremamente

necessario para que se tenha uma acao antimicrobiana.

O mecanismo de acdo dos antibiéticos de tetraciclinas se da pela ligacao
a um sitio da subunidade 30s e 50s do ribossomo bacteriano, impedindo assim
a ligacdo do aminoacil-tRNA no sitio A do ribossomo e a adicdo de aminoéacidos,
impedindo assim a sintese protéica (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Por suas propriedades, as tetraciclinas se tornaram medicamentos muito
utilizados na prética clinica, porém seu uso indiscriminado ao longo dos anos
contribuiu para o surgimento de cepas bacterianas resistentes, o0 que
impulsionou a criacdo dos analogos de tetraciclina que surgiram com o intuito de
contornar os mecanismos de resisténcia bacteriana (CHOPRA; ROBERTS,
2001).

Indmeros experimentos acerca das tetraciclinas atestam suas
propriedades farmacolégicas no tratamento de doencas nao infecciosas. Essas
substancias possuem propriedades ndo antibidticas, demonstrando eficacia no
tratamento de doencgas como artrite reumatoide e cancer (GUERRERO et al.,
2011).

Foram observadas relagbes positivas entre as CMTs na inibicdo da
expressao das enzimas MMP’s (metaloproteinases de matriz) e nos potenciais
metastaticos de varios tumores malignos, abrangendo o cancer de célon,
pulméo, cabeca e pescoco, mama, entre outros (ACHARYA et al., 2004). Em

contrapartida, estudos demonstraram que as CMTs, analogas das tetraciclinas
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com a alteracdo ligada a remocéo do grupo dimetilamino da posicédo C4, tem a
capacidade de eliminar a acdo antibacteriana e consequentemente potencializar
os efeitos anticancerigenos focados na prevencdo da angiogénese e 0 processo
de metastase por meio da capacidade de inibicdo dessas MMP’s (PEREIRA-
MAIA et al., 2010).

2.5. VIRIDICATUM TOXINA

A Viridicatum toxina (VT) é um antibidtico pertencente a classe das
tetraciclinas, sendo produzida por fungos endofiticos pertencentes aos géneros
Penicilium e Paecilomyces. Embora apresentem semelhancas estruturais, as
Viridicatum toxinas sdo de origem fungica, enquanto as tetraciclinas de origem

bacteriana, além de apresentarem diferentes espectros de acao (LI et al., 2020).

As Viridicatum toxinas e as tetraciclinas apresentam uma caracteristica
em comum, ambas tém um nldcleo de carboxamida tetraciclico em sua
composicdo (CHOOI et al., 2010). Apesar das semelhancas, uma particularidade
capaz de diferenciar essas substancias é que as Viridicatum toxinas apresentam
em sua composicao a porcao espiro de duas unidades isoprendides, que leva a
formacdo de dois anéis suplementares, além da auséncia da porcao 4-
dimetilamino (KABUTO et al., 1976) (figura 4).

A VT foi isolada, pela primeira vez em 1973 como uma micotoxina de
Penicillium viridicatum, uma substancia que se apresentava como um pigmento
amarelado brilhante. Sua férmula molecular (CsoH31NO10) foi determinada por
meio de espectrometria de massas (HUTCHISON et al., 1973). Ja sua estrutura
molecular foi determinada por meio de métodos cristalogréaficos de raios X por
Kabuto et al (1976).
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Viridicatum toxina Tetraciclina

Figura 4 - Estrutura Viridicatum toxina e tetraciclina.
Fonte: De autoria prépria.

Em 2014 a Viridicatum toxina teve a sua estrutura revisada por Nicolaou
et al. e renomeada como Viridicatum toxina A e hoje sabe-se que varias espécies
de Penicillium séo capazes de produzir este metabdlito. Em 2008, seu anélogo,
a Viridicatum toxina B foi descoberta (ZHENG et al., 2008) e a partir deste
periodo, varios analogos foram descritos, sendo a previridicatumtoxin (CHOOI et
al., 2012), espirohexalina (INOKOSHI et al.,, 2013), e os mais recentes
Viridicatum toxinas C, D, E e F (SHANG et al., 2015) (figura 5).
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Spirohexaline Previridicatumtoxin

Figura 5 - Viridicatum toxina A (VTA) e seus analogos Viridicatum toxina B (VTB), C
(VTC), D (VTD), E (VTE), F (VTF), Spirohexaline e Previridicatumtoxin. Em vermelho ha
diferencas estruturais em relagéo a VTA.

Fonte: De autoria prépria.

Foram relatadas potentes atividades de Viridicatum toxina A e B contra
bactérias gram-positivas, compreendendo as resistentes a meticilina
Staphylococcus aureus (MRSA). Estudos recentes demonstram que a
Viridicatum toxina exerce sua atividade antibacteriana através da inibicdo da
undecaprenil pirofosfato sintase (UPPS), uma enzima muito importante para a

biossintese de peptideoglicanos das bactérias (NICOLAOU et al., 2014).

Uma pesquisa realizada por Li et al (2020) confirmou o forte poder de
inibicdo das UPPS pela Viridicatum toxina A com valores de ICso de 4,1 pM em
Staphylococcus aureus e 3,9 pM para Escherichia coli. O estudo também

demonstrou que a Viridicatum toxina A pode exercer atividade inibitoria sobre o
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ribossomo 70s das células bacterianas apesar de ainda ser considerado um
inibidor fraco deste (LI et al., 2020).

Além de seus efeitos antimicrobianos, uma caracteristica bastante
promissora das Viridicatum toxinas € sua acgao citotoxica em diversas linhagens
de células do cancer, como Shang et al. descreve em sua pesquisa,
demonstrando valores promissores de ICso para Viridicatum toxina A e B, como

seus demais analogos (tabela 1).

Tabela 1: Valores de ICso (UM) de Viridicatum toxina A e seus analogos.

Substancia Céncer de Cdlon Céncer de Colo do Cancer de Pulméao
(SW620) Gtero (NCI-H460)
(KB3-1)
Viridicatum Toxina A 1,0 2,5 1,0
Viridicatum Toxina B 0,6 1,6 0,6
Viridicatum Toxina C 17,4 11,0 9,2
Viridicatum Toxina D 20,7 >30 24,2
Viridicatum Toxina E >30 >30 >30
Viridicatum Toxina F >30 >30 >30
Espirohexalina 16,7 6,3 11,3
Previridicatumtoxina 6,0 4,1 53

Fonte: (SHANG et al., 2015).

Dentre os analogos apresentados, a Viridicatum Toxina A e B sdo as que

apresentam os valores de ICso mais promissores.

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade citotoxica da Viridicatum toxina A e sua

potencialidade no tratamento de células tumorais humanas.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a atividade antiproliferativa da Viridicatum toxina A frente as
linhagens neoplasicas de mama, colon, prostata, figado, intestino e nao
neoplasica NIH-3T3 em modelo 2D em 48 horas;

b) Determinar o indice de seletividade.

c) Avaliar o efeito citotdxico (citostatico e citocida)

d) Avaliar a viabilidade celular e apoptose.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. OBTENCAO DO ISOLADO

A viridicatum toxina A foi obtida de uma linhagem de Penicillium sp.
isolado de folhas de Bromelia balansae Mez (Bromeliaceae) (figura 6) e fornecido
devido a parceria com o LaPNEM da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (FACFAN/UFMS), sendo registrado no Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimonio Genético (SisGen), sob o nimero AE8625B.

Figura 6 — Bromélia balansae Mez
Fonte: Christine Yee, 2020.
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4.2. PREPARACAO DA AMOSTRA

A amostra foi suspendida em DMSO (Dimetilsulféxido) na

concentracdo de 0,1 g/mL, aliquotadas e congeladas.

No momento de uso, foi descongelada e diluida em meio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) para que a maior concentracao de
DMSO utilizada fora no maximo 0,25%, de modo a nao alterar a viabilidade

celular (lwamoto et al., 2015).

4.3. LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares utilizadas foram fornecidas pelo laboratério de
biologia molecular e cultura celular da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, sendo elas MCF7 (adenocarcinoma de mama), 786-0
(adenocarcinoma renal), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama triplo
resistente), HepG2 (carcinoma hepatocelular), HT-29 (adenocarcinoma

colorretal) e NIH-3T3 (fibroblasto murino).

As linhagens MCF7, 786-0, MDA-MB-231, HepG2 e HT-29 foram
cultivas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute), e a linhgem NIH-
3T3 cultivada em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), ambos
suplementados com 10% de soro fetal bovino e mantidas em incubadora com
ambiente controlado a 37°C e 5% de CO2.

4.4. CULTIVO CELULAR

Todas as linhagens celulares estavam armazenadas em nitrogénio
liguido. Para os testes de citotoxicidade as células foram descongeladas e
transferidas para um tubo conico de 15 mL com 9 mL de meio RPMI 1640 ou
DMEM contendo gentamicina 50 pg/mL e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) das
marcas Sorali (Campo Grande-MS) ou Cultilab (Campinas-SP) e centrifugadas
por 4 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi aspirado e o pellet de células foi

ressuspendido com 5mL de meio. A suspensao de células foi transferida para 1
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frasco de manutencado de 25 cm 2 e incubada a 37 °C em atmosfera umida com
5% de CO2 até formacdo da monocamada com aproximadamente 80% de
confluéncia (FRESHNEY, 2005). Para a manutencao e crescimento celular, as
células atingiam 80% de confluéncia e eram quimicamente retiradas do frasco
de cultura por acdo da enzimatica da tripsina (0,5ml de solucéo de tripsina-EDTA
2,5 g/L). Assim, apos aspiracdo do meio de cultura, adicionou-se 0,5mL de
tripsina no frasco de manutencdo que permaneceu por 3 a 5 minutos em
incubadora, para o desprendimento das células. A suspensdo de células é
transferida para tubo conico com meio completo (antibiético, SFB (10%) ) 3X o
volume de tripsina utilizada, para a neutralizacao desta apés centrifugacao por 4
minutos a 1000 rpm. O pellet é ressuspendido em meio completo para a

contagem das células.

4.5. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (atividade antiproliferativa)

Apo6s obtengdo da densidade celular suficiente (3x10%/mL), foi iniciado o
experimento com SRB — método de coloracdo que se baseia na afinidade
corante sulforodamina B pelas proteinas basicas presentes nas células integras,
fixadas pelo acido tricloroacético (SKEHAN, 1990), preparando uma placa
triplicata de suspenséo celular e uma triplicata apenas com o meio de cultura
(branco) denominada TO. Ao mesmo tempo foi preparada a placa teste, 0s po¢os
das linhas A e H representam os brancos da amostra (onde néo foi colocada
suspensao celular), nos demais pocos foram colocadas 7,5x103 .ml-1 células. A
placa TO e placa teste foram levadas para a incubadora a 37°C (5% de CO2)

durante 24horas.
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Figura 7 - Esquema de demonstragéo placa teste e placa TO.
Fonte: De autoria prépria.

Passadas 24 horas as placas teste foram retiradas da incubadora, a
placa TO foi corada pelo método de sulforrodamina B (SRB) e a leitura foi
realizada em 540nm. A placa TO é importante como ponto inicial do
experimento, mostrando crescimento celular e viabilidade antes da insercéo
das amostras. Estes dados sdo usados para mensurar a Glso (inibicdo de
crescimento de 50%) (HOUGHTON et al., 2007).

Enquanto isso as amostras foram colocadas em triplicata na placa
teste, nas concentracdes de 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL. Como controle positivo
foi utilizado doxorrubicina nas concentragdes 0,025, 0,25, 2,5 e 25 pg/mL, foi
levada para incubadora e mantida nas mesmas condi¢cdes da placa TO,

durante 48 horas.

Apés 48 horas a placa foi retirada da incubadora e corada pelo método
de SRB, que consiste em: aspirar o sobrenadante dos pocos, adicionar 100
ML de TCA 20% (acido tricloroacético), incubar a 4°C protegido da luz, durante
30 minutos. Logo apods, a placa é lavada em agua corrente para tirar o excesso
de TCA e em placa seca é adicionado 50 uL de SRB, incubado por 30 minutos
em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, as placas séo lavadas
com acido acético 1%, para retirar 0 excesso de corante e apds a secagem
da placa foi adicionado 100 yL de triz base (10 mM) para solubilizar o corante
ligado as proteinas de membranas das células e levada para agitacao por 20

minutos. Por fim, o resultado foi obtido em absorbancia de 540 nm. A
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porcentagem de crescimento de cada amostra-teste foi calculada em
software-SoftMax Pro6.3, utilizando-se as formulas segundo Monks et al.,
(1991). A concentracao que inibe 50% de crescimento foi determinado usando

o programa Origin Versao 6.0.

4.5.1. Definicbes e termos utilizados na avaliacdo da citotoxicidade:

Os testes de citotoxicidade in vitro envolvem avaliacdo de viabilidade e
proliferacdo celular apés as células serem expostas a qualquer xenobidtico
(FRESHNEY, 2005). Esta avaliacao pode ser realizada por contagem de células
viaveis e inviaveis e pela obtencdo de concentracdes de inibicao de crescimento
parcial (Glso growth inhibitions — Concentrag&o para inibir crescimento de 50%
das células) ou total (TGI total growth inhibition — concentracdo para inibir
crescimento de 100% das células) ou ainda, de morte celular (LCso — Letal
Concentration — concentracdo para matar 50% das células) (HOUGHTON et al.,
2007). O ensaio de citotoxicidade é eficiente como screening de substancias
ativas em células neoplasicas. E possivel observar atividade citostatica e
citocida. A atividade citocida é observada quando ocorre morte celular e a

citostatica quando ocorre inibicdo do crescimento celular (MONKS et al., 1991).

4.6. INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O indice de seletividade (IS) foi calculado pela relacéo entre o ICso da
linhagem celular ndo-tumoral (NIH/3T3) e a ICso para células cancerigenas e
indica o quanto a amostra tem maior efeito antiproliferativo para células tumorais,
sugerindo uma protecao as ceélulas normais e diminuicdo de efeitos colaterais
(SUFFNESS, 1990; BADISA et al., 2009; VAN LEEUWEN et al, 2012)

4.7. ENSAIO DE FLUORESCENCIA COM LARANJA DE ACRIDINA E
BROMETO DE ETIDEO (avaliacdo de apoptose e integridade de
membrana)

20



Para avaliar a viabilidade celular e triagem de apoptose, foi usado a
coloracéo por laranja de acridina e brometo de etidio. O experimento foi realizado
em placa de 6 pocos com laminulas acopladas. A suspensao de células MDA-
MB-231 e 786-0 em fase de crescimento logaritmico foram distribuidas 300.000
células por poco adicionada sobre a laminula de 18mm e incubadas por 24
horas. Logo apés foram tratadas com amostras teste com a concentracdo de
Glso e novamente incubadas por 48 horas. Apos incubacdo os pogos foram
lavados com PBS (Phosphate Buffered Saline) e as laminulas foram destacadas
e colocadas em laminas para coloracdo com uma solucdo de Laranja de acridina
e de Brometo de etidio (EtBr) em 20 pL de PBS com volume final de 30 pL. Em
seguida as laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX41), aumento 400X. Como controle positivo foi utilizada a

doxorrubicina, também na concentracéo de Glso.

O principio do teste de baseia no fato de que nas células integras ocorre
o efluxo do brometo de etideo, 0 que ndo permite que as mesmas se corem de
vermelho-alaranjado, porem em células com algum dano ou mudanca estrutural,
0 brometo de etideo atravessa a membrana celular, intercalando as bases
nitrogenadas do DNA, emitindo assim a fluorescéncia e possibilitando a
identificacdo das estruturas modificadas (THOMPSON, 1995).

Por essa metodologia é possivel distinguir quatro populacées celulares,
baseado na integridade da membrana: (I) células vivas com a membrana integra
coram-se uniformemente de verde; (Il) células em apoptose, onde a membrana
estd rompida e possui fragmentacdo do DNA mostram uma coloracao verde no
nudcleo, citoplasma e corpos apoptoticos; (lll) células em processo de apoptose
tardia mostram pontos corados de laranja e (IV) células necréticas, apresentam
coloracao laranja uniforme por toda extensao celular (MCGAHON et al., 1995).

4.8. ANALISE DE DADOS

A porcentagem de crescimento celular obtida segundo MONKS et al.
(1991) foi utilizada na elaboracdo de gréficos por regressdo nao linear para

obtencédo da Glso e TGl em programa de analise de dados Origin 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A citotoxicidade da Viridicatum toxina A foi avaliada pelo método de
sulforodamina B frente as linhagens neoplasicas de adenocarcinoma renal (786-
0), adenocarcinoma de mama (MCF7), adenocarcinoma de mama triplo
resistente (MDA-MB-231), carcinoma hepatocelular (HepG2) e adenocarcinoma
colorretal (HT-29) e em uma linhagem néo neoplasica de fibroblasto murino (NIH-
3T3).

As células foram tratadas em quatro concentracdes padronizadas de 0,1,
1, 10, e 100pg/mL, e a leitura da absorbancia foi realizada em 48 horas
evidenciando as porcentagens de crescimento e inibicdo celular levando em
consideracdo o controle negativo, positivo (doxorrubicina) e a TO (valor de
absorbancia com 24h de crescimento, cuja leitura foi realizada no momento de
tratamento da placa teste). Desta forma, com estes resultados prévios, obteve-
se os valores de Glso (concentragao que inibe 50% da proliferacdo celular), onde
as linhagens 786-0, MCF7 e MDA-MB-231 apresentaram melhores resultados
(Tabela 2), a TGI (concentracdo para inibir crescimento de 100%) e LCso

(concentracéo para matar 50% das células).

Através dos valores de Glso podemos avaliar a amostra com atividade
forte (até 50) atividade moderada (50 a 100) e atividade fraca (101 a 250),

amostras com valores acima de 250 sdo consideradas inativas.

Tabela 2: Valores de Glsp (ug/mL) de Viridicatum toxina A frente as linhagens celulares.

Linhagens celulares

Substancia 786-0 MCF7 HepG2 HT-29 MDA-MB-  NIH-3T3
231

Viridicatum toxina A 6,13 9,11 16,12 7,07 11,70 10,91

Doxo 1,42 0,02 0,25 0,22 0,25 0,02
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Doxo= Doxorrubicina; 786-0 = adenocarcinoma rim; HEP-G2= cancer de figado; MDA-MB-231=
cancer de mama (triplonegativo); MCF-7= cancer de mama; HT-29= cancer de coldén; NIH-3T3=
célula ndo neoplasica, fibroblasto murino;

Na figura 8 é possivel visualizar a atividade antiproliferativa do composto
Viridicatum toxina A nas linhagens celulares em todas as concentracfes
utilizadas (0,1, 1, 10, 100 pg/mL), onde podemos verificar que sua atividade &
dependente da concentracdo, sendo mais ativa nas concentraces de 10 e 100
ug/mL, onde a porcentagem de crescimento diminui de forma abrupta. Além
disso a atividade inibitdria sobre as células tumorais na concentracdo de 10
pMg/mL apresentaram diferenca significativa comparado com a inibicdo das
células NIH/3T3 nesta mesma concentracdo. Os valores de inibi¢cdo celular forma
de 72,7% para 786-0; 41,6% para MDA, 32,1% para HepG2, 100% para MCF-7
e 84,2 para HT-29. Enquanto para NIH/3T3 apresentou inibicdo de apenas 3,8%.

Crescimento celular Viridicatum toxina A
150

100

50 - - -

-100

Porcentagem de crescimento (%)
o
|

-150

786-0 MDA-MB-231 HepG2 MCF7 HT-29 NIH-3T3
Concentragdo pg/mL

HO0,1pug/mL m1pug/mL 10 pg/mL 100 pg/mL

Figura 8 - Porcentagem de crescimento celular (%) e concentracao (ug/mL) em todas as
linhagens celulares testadas com o composto Viridicatum toxina A.

Na figura 9 é possivel observar que todas as linhagens testadas com a
VTA apresentam atividade citostatica até a concentragéo de 10 pg/mL e citocida

na concentracéo de 100 pg/mL.
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Figura 9 - Porcentagem de crescimento em 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL em todas as linhagens
testadas com o composto Viridicatum toxina A.

Efeito da VTA nas concentragfes de 0,1, 1, 10 e 100 pg/mL, testado com SRB nas linhagens
celulares (NIH-3T3, 786-0, MDA-MB-231, HepG2, MCF7 e HT-29). Glsp (inibicdo de 50% das
células), TGl (inibicdo de 100% das células e LCso (morte de 50% das células).

5.2. INDICE DE SELETIVIDADE

Para avaliacdo do indice de seletividade foi realizado a cultura celular de
NIH/3T3 (fibroblasto murinho) e as linhagens cancerigenas 786-0, MCF7,
HepG2, HT-29 e MDA-MB-231, seguido por ensaio de SRB, onde foi testada a
amostra de Viridicatum toxina A, que nao apresentou seletividade para nenhuma

das linhagens, seguindo esta metodologia (tabela 3).
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Tabela 3: Valores de GI50 (uM) e indice de seletividade (IS) da amostra de Viridicatum
toxina A.

Linhagens celulares

786-0 MCF7 HepG2 HT-29 MDA-MB-
231
Viridicatum toxina 6,13 9,11 16,12 7,07 11,7
A GI50 (ug)
IS 1,78 1,19 0,67 1,54 0,93

IS: indice de seletividade.

5.3. AVALIACAO DA INTEGRIDADE ME MEMBRANA E APOTOSE

Duas linhagens de interesse foram selecionadas para a realizagdo do
ensaio de fluorescéncia para avaliar a morfologia celular e evidenciar os corpos
apoptoéticos que podem estar presentes apdés o tratamento com Viridicatum
toxina A no tempo de 48 horas. Com os resultados prévios do ensaio de
Sulforodamina B, foi escolhida linhagem e concentracdo a serem utilizadas,
sendo as linhagens 786-0 que se destacou por seu baixo valor de Glso e MDA-
MB-231 que apesar de ndo apresentar o melhor resultado de Glso, trata-se de
uma linhagem de cancer de mama triplo-negativo, que apresenta pior
prognostico quando comparado aos demais subtipos, pois ndo expressam
receptores de estrégeno, progesterona e HER2 (BLAND et al., 2017; SOTIRIOU;
PUSZTAI, 2009), impossibilitando a acdo de farmacos que utilizam destes

receptores no tratamento da doenca.

O tratamento com a Viridicatum toxina A foi feito em 48 horas. A
concentracéo selecionada foi o valor de Glso e 2x Glso, para a VTA e somente 0
valor de Glso para a DOXO (controle positivo). A leitura foi feita em microscépio
de fluorescéncia em aumento de 400x, onde pudemos avaliar que as células que
apresentam integridade da membrana celular se coram em verde em proporgao
uniforme; células em apoptose apresentam fragmentacdo do DNA celular com
corpos apoptaticos, coloracdo verde no nucleo e citoplasma; as células em
apoptose tardia demonstram pontos corados em laranja e as células em
processo de necrose se apresentam com nucleo e citoplasma corados em

laranja.
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5.3.1. 786-0: Adenocarcinoma renal

Os resultados obtidos ao final do experimento, foram capazes de
evidenciar alguns elementos importantes: O controle negativo (CN) (Al, A2, A3),
guando avaliado microscopicamente apresenta células aparentemente integras,
levando em consideracdo o principio da metodologia que nos permite
caracterizar células saudaveis através da coloracao verde vibrante. No controle
positivo (CP) (B1, B2, B3) e nas duas concentragdes de VTA, Glso (C1, C2, C3)
e 2x Glso (D1, D2, D3), a apresentacéo das células sobre a fluorescéncia é vista
de maneira diferente frente a metodologia abordada, uma vez que temos a
presenca da coloracdo alaranjada, que por sua vez, indica a presenca de
estruturas modificadas (Figura 10).

Outro ponto importante a ser observado € com relagdo a morfologia das
células. No CN as células permaneceram com a morfologia caracteristica de
linhagens aderentes que sao provenientes de tecidos epiteliais, aderindo-se a
superficie e dependentes da interacdo célula-célula (FRESHNEY, 2005). No
controle positivo e nas duas concentracdes de tratamento (Glso e 2x Glso) a
interacdo célula-célula comeca a ser prejudicada. Na imagem do controle
positivo (B3), temos a evidencia da possivel formagcdo de corpos apoptoticos
(seta vermelha), enquanto na imagem aproximada das células tratadas com a
VTA na concentracdo de 2x Glso (D3), as células apresentam-se evidentemente
retraidas (seta azul) em comparacdo ao CN, sendo um dos processos envolvidos

na morte programada por apoptose.

26



A1 B1 C1 D1

Figura 10 — Avaliacdo morfoldgica 786-0.

Fotomicrografias sobre aumento de 400x em microscopio invertido e de fluorescéncia em
células de 786-0. A: controle negativo; (Al): a fresco; (A2): fluorescéncia; (A3):
aproximacao. B: controle positivo; (B1): a fresco; (B2): fluorescéncia; (B3):
aproximacao. C: tratamento VTA (Glso); (C1): a fresco; (C2): fluorescéncia; (C3):
aproximacdo. D: tratamento VTA (2X Glsp); (D1): a fresco; (D2): fluorescéncia; (D3):
aproximacao.

5.3.2. MDA-MB-231: Adenocarcinoma de mama

Na linhagem de MDA-MB-231, o controle negativo, também demonstrou
apresentar células com integridade, coradas de verde vibrante (A1, A2, A3).
Na imagem do controle positivo, a fresco (B1) podemos observar um

menor numero de células em comparacdo com o controle negativo e na
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fluorescéncia (B2) € possivel verificar sinais de apoptose danos ao citoplasma
celular e nucleos (corados em laranja), sendo melhor visualizado na imagem
aproximada B3 (seta vermelha).

Ja nas duas concentracfes de VTA podemos observar que houve um
desprendimento celular, este que pode estar relacionado com a perda de

aderéncia e contato célula-célula que ocorre quando hé inducao de apoptose.

A1 B1 C1 D1

Figura 11 — Avaliacao morfolégica MDA-MB-231

Fotomicrografias sobre aumento de 40x em microscopio invertido e de fluorescéncia em
células de MDA-MB-231. A: controle negativo; (Al): a fresco; (A2): fluorescéncia; (A3):
aproximacdo. B: controle positivo; (B1): a fresco; (B2): fluorescéncia; (B3):
aproximacdo. C: tratamento VTA (Glso); (C1): a fresco; (C2): fluorescéncia; (C3):
aproximacéo. D: tratamento VTA (2X Glso); (D1): a fresco; (D2): fluorescéncia; (D3):
aproximacao.
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6. DISCUSSAO

Os fungos endofiticos dos quais as Viridicatum toxinas sdo advindas sao
considerados 6timos na producdo de substéncias bioativas com atividades
biolégicas  antibacterianas, antifngicas, antiinflamatoria,  antivirais,
iImunossupressoras e anticancer (HUANG et al.,, 2001; PURI et al., 2006;
STROBEL et al., 1999).

A citotoxicidade é a capacidade que uma substancia possui de inibir a
proliferacédo celular ou causar danos e lesdes as células, que as levam a morte,
e € uma caracteristica avaliada quando se estuda atividade anticancer. Neste
trabalho a VTA apresentou potente citotoxicidade contra todas as linhagens
celulares testadas com valores de Glso entre 6,13 a 16,12 pg/mL, inclusive para
a célula ndo tumoral (NIH/3T3). A Glso € uma métrica obtida na avaliacdo
citotoxica que representa a concentracdo que inibe 50% das células e nesta
andlise isolada, a VTA seria toxica para células ndo tumorais, assim como para
as células tumorais (atividade anticancer), demonstrando baixa seletividade. No
entanto a dindmica do efeito antiproliferativo em cada concentracdo testada
permite avaliar o perfil de citotoxicidade da VTA que pode ser semelhante entre
os tipos celulares ou pode ser linhagem especifica.

Neste contexto observou-se que a atividade antiproliferativa da VTA
ocorre de forma significativa a partir da concentracdo de 10 pg/mL, mostrando
diferenca na resposta celular entre as linhagens. Nesta concentrag&o, inibiu
32,1% das células de figado (HEPG2), 41,6% das células de mama triplo
resistentes (MDA-MB-231), 72,7% das células de cancer de rim (786-0), 84,2%
das células de cancer de intestino (HT-29) e 100% das células cancer e mama
responsiva a hormonioterapia, enquanto a atividade antiproliferativa da VTA
nesta concentracdo nas células ndo tumorais foi de apenas 3,8%, evidenciando

seletividade concentracdo especifica.

Para agentes anticancer, quanto maior a seletividade do composto, menor
a nocividade e os efeitos colaterais sentidos pelo organismo (LEBARON et al.,

1988) o que torna a adeséo ao tratamento mais facil para os pacientes.
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Estudos sobre a atividade anticancer da VTA, apesar de escassos,
apresentam resultados que corroboram com seu potencial anticancer,
evidenciado contra células de leucemia linfoide crénica em 2013 (LCso entre 0,7
e 3,5 nM), ndo apresentando seletividade para esta linhagem, uma vez que
também apresentou citotoxicidade para células ndo neoplésicas(BLADT et al.,
2013) e em outro estudo, da mesma década, a VTA apresentou valores de 1Cso
entre 1,0 uM e 2,5 uM contra células de cancer de pulméao, colon e colo de Utero,
porém neste estudo, ndo foi mencionado seletividade (SHANG et al., 2015).

As caracteristicas da dinamica da inibi¢cdo celular em cada concentracéo,
ou seja, concentracdes que configuram efeito citostatico da VTA, a torna
potencial como coadjuvante a quimioterapicos. Na familia das tetraciclinas, em
que pertencem as Viridicatum toxinas, varios analogos vém sendo estudados
como possiveis quimioterapicos, como a doxiciclina que quando combinada a
quimioterapicos como a cisplatina, potencializa seu efeito, levando a uma
possivel diminuicdo na dose administrada, o que significa a reducdo da
toxicidade ao organismo (FOROODI et al., 2009).

Na avaliacdo do perfil quanto ao efeito que leva a morte celular (efeito
citocida), a VTA foi potente em todas a linhagens tumorais e também contra as

nao tumorais, conferindo ampla toxicidade.

Sado diversos 0os mecanismos envolvidos nos processos que levam a
inibicdo da proliferacdo ou morte celular (CASTEDO et al., 2004; DIMRI, 2005;
ISRAELS; ISRAELS, 2000; OKADA; MAK, 2004) e esses mecanismos
geralmente sdo especificos de acordo com a classe dos medicamentos. Por
exemplo, as antraciclinas quimioterpicas, medicamentos como a
daunorrubicina, doxorrubicina, doxorrubicina lipossomal, epirrubicina,
idarubicina e valrubicin, que sdo antibidticos antitumorais que interferem nas
enzimas envolvidas na cépia do DNA durante o ciclo celular (ABIZAID et al.,
2004; ALMEIDA et al., 2005).

Desta forma, é possivel fazer a analogia entre a tetraciclina e a VTA. Uma
vez que nao ha conhecimento sobre os mecanismos de agéo antitumorais da

VTA, pode-se inferir e sugerir que a VTA e as tetraciclinas tenham mesmo
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mecanismo antitumoral. As tetraciclinas inibem a expressdo de MMPs
(metaloproteinases de matriz) (ACHARYA et al., 2004).

As MMP’s sdo proteinases que tem como caracteristica principal a
dependéncia dos ions metélicos para que haja atividade catalitica, além disso
elas também apresentam a capacidade de degradacdo de proteinas estruturais
gue compdem a matriz extracelular (FIGUEIRA, 2006). Nas células tumorais as
MMP’s sé@o capazes de induzir a transicao epitelial-mesenquimal (ETM), evento
em que células tumorais com capacidade metastatica sofrem as alteracdes
morfolégicas que confere as mesmas a capacidade de migracdo, invaséo e
proliferacdo celular, que resultam em metastase (ITOH; NAGASE, 2002).

Uma vez que a expressdo dessas metaloproteinases de matriz € inibida,
a inducdo da ETM é prejudicada, o que faz com que o processo de proliferacdo
celular e metastase seja reduzido (GALINDO-HERNANDEZ et al., 2014).

Sabe-se por exemplo que, a superexpressao de MMP’s esté diretamente
relacionada a metastase na linhagem de cancer de mama triplo-negativo (MDA-
MB-231) (HEGEDUS et al., 2008).

A inibicdo das MMP’s também esta associada com a inducao de apoptose
em células cancerigenas, pois leva a um aumento da permeabilidade de
membrana das mitocéndrias, que atuam na transducao do sinal de apoptose,
contribuindo para a liberacao de fatores pro-apoptéticos (RAZAK et al., 2019;
VAN LOO et al., 2002). A VTA no nosso estudo estimulou quebra de integridade
de membrana celular nas linhagens 786-0 e MDA-MB-231 evidenciada pela
coloracao alaranjada do brometo de etideo no teste de fluorescéncia. Além disso,
alteracdes morfolégicas observadas, como retracdo celular e formacédo de
vacuolos, que ocorrem quando a célula estd em processo de apoptose
(GRIVICICH et al., 2007).

A inducdo de apoptose é um principio utlizado por diversos
quimioterapicos eficazes no tratamento do cancer, como o taxol e doxorrubicina
que agem na via intrinseca da morte celular (VOUSDEN; LANE, 2007). Um
estudo realizado em 2008 evidenciou que a VTA induziu apoptose nas células

de carcinoma cervical (HelLa) através da parada da via G2M do ciclo celular
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(CHUNG et al., 2008), via esta que esta relacionada diretamente com a
proliferacdo celular e a um pior progndéstico de cancer mama e pancreatico por
exemplo (OSHI et al., 2021; OSHI et al., 2020).

7. CONCLUSAO

A VTA é uma substancia com potencial para agente antitumoral por
apresentar atividade antiproliferativa e citotoxica potente, seletiva na
concentracdo de 10 pg/mL e com indicios de estimular injuria celular pela via de

morte celular por apoptose.
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