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RESUMO

O cancer ¢ caracterizado por alteracdes genéticas que levam ao crescimento celular descontrolado,
evasdo do sistema imune e invasao tecidual, sendo a segunda principal causa de mortalidade global.
Entre os tipos, o cancer de mama destaca-se como o0 mais prevalente representando aproximadamente
11,7% dos novos casos diagnosticados anualmente. Solanum jabrense, uma planta endémica do Brasil,
é rica em metabolitos bioativos, especialmente alcaloides com atividade antitumoral. Este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade antitumoral in vitro da Solanum jabrense. Para a andlise, foram
utilizados dois extratos derivados dessa planta: o hidroalcéolico (ESJ) e sua fracdo alcaloidica (FSJ).
Inicialmente, o ESJ foi testado quanto a citotoxicidade pelo ensaio de MTT em linhagens celulares
tumorais (MCF-7, MDA-MB-231, PC-3, SK-MEL-28), apresentando maior citotoxicidade nas
linhagens de adenocarcinoma mamario. Diante disso, essas linhagens foram selecionadas para
avaliacdes subsequentes e determinagdo da Clso e indice de seletividade nos periodos de 24, 48 e 72
horas. Observou-se que a linhagem MCF-7 apresentou a maior seletividade do ESJ no periodo de 48
horas, com uma concentragdo inibitoria média (Clso) de 27,72 + 0,02 ng/mL, enquanto em células HEK-
293 foi de 78,56 = 0,08 pg/mL. Assim, a linhagem MCF-7 e o periodo de tratamento de 48 horas foram
selecionados para investigar o efeito antitumoral da fracdo alcaloidica do extrato (FSJ). O FSJ mostrou-
se mais seletivo para MCF-7 quando comparado a outras linhagens ndo tumorais. Em relacdo a HEK-
293, foi cerca de quinze vezes mais seletivo e aproximadamente cinco vezes mais seletivo em relacao a
MCF-10A. Além disso, apresentou maior seletividade do que a droga padrdo doxorrubicina. Em
seguida, foram avaliados os mecanismos de ac¢éo antitumoral na linhagem MCF-7. A anélise do ciclo
celular revelou que, apds 48 horas de tratamento com o FSJ, houve um aumento significativo na fracdo
sub-G1. A marcagdo com anexina V FITC/IP indicou um aumento no percentual de células em apoptose,
o que foi corroborado por observagdes de caracteristicas morfolégicas de apoptose em microscopia
confocal a laser. Nos estudos de altera¢cGes mitocondriais utilizando o marcador JC-1, foi observada uma
reducdo do potencial de membrana mitocondrial, indicando a ativacéo da via intrinseca de apoptose.
Além disso, a avaliacdo da citotoxicidade em modelo de cultura 3D de esferoides revelou que o FSJ foi
eficaz na reducéo do tamanho dos esferoides, bem como teve efeito antimigratério. A citototoxicidade
do composto majoritario do extrato, solamarjna, foi avaliada em 48 horas, com ICso de 8,65 + 0,04 uM.
Ainda, a citotoxicidade do FSJ foi previnida pelo pré-tratamento com N-acetil-L-cisteina (NAC),
sugerindo a participacdo do estresse oxidativo. No docking molecular, observou-se que a solamargina,
interagiu com os sitios ativos das proteinas ERK2, INK1, p38a MAPK e IKKf. Em resumo, o FSJ
demonstra efeito antitumoral in vitro, induzindo apoptose, estresse oxidativo e inibindo as proteinas p38
MAPK, ERK2, JNK1 e IKKp.

Palavras-chave: Citotoxicidade, estresse oxidativo, docking molecular, antitumoral



ABSTRACT

Cancer is characterized by genetic alterations that lead to uncontrolled cell growth, immune system
evasion, and tissue invasion, making it the second leading cause of global mortality. Among cancer
types, breast cancer stands out as the most prevalent, accounting for approximately 11.7% of new cases
diagnosed annually. Solanum jabrense, an endemic plant of Brazil, is rich in bioactive metabolites,
particularly alkaloids with antitumor activity. This study aimed to evaluate the in vitro antitumor activity
of Solanum jabrense. For the analysis, two extracts derived from this plant were used: the hydroalcoholic
extract (ESJ) and its alkaloid fraction (FSJ). Initially, the ESJ was tested for cytotoxicity using the MTT
assay in tumor cell lines (MCF-7, MDA-MB-231, PC-3, SK-MEL-28), showing higher cytotoxicity in
breast adenocarcinoma cell lines. Consequently, these cell lines were selected for subsequent
evaluations and determination of 1C50 and selectivity index over 24, 48, and 72-hour treatment periods.
It was observed that the MCF-7 cell line exhibited the highest selectivity for ESJ at 48 hours, with a
mean inhibitory concentration (IC50) of 27.72 + 0.02 pg/mL, compared to 78.56 = 0.08 pg/mL in HEK-
293 cells. Thus, the MCF-7 cell line and the 48-hour treatment period were selected to investigate the
antitumor effects of the alkaloid fraction of the extract (FSJ). FSJ was found to be more selective for
MCF-7 compared to other non-tumoral cell lines. Regarding HEK-293, it was approximately 15 times
more selective and about five times more selective compared to MCF-10A. Moreover, it exhibited
greater selectivity than the standard drug doxorubicin.Subsequently, the antitumor mechanisms of action
were evaluated in the MCF-7 cell line. Cell cycle analysis revealed a significant increase in the sub-G1
fraction after 48 hours of treatment with FSJ. Annexin V FITC/PI staining indicated an increase in the
percentage of apoptotic cells, which was corroborated by observations of apoptotic morphological
characteristics under laser confocal microscopy. Mitochondrial alterations studied using the JC-1 marker
revealed a reduction in mitochondrial membrane potential, indicating the activation of the intrinsic
apoptosis pathway. Furthermore, the evaluation of cytotoxicity in a 3D spheroid culture model revealed
that FSJ was effective in reducing spheroid size and exhibited antimigratory effects. The cytotoxicity of
the extract's major compound, solamargine, was evaluated at 48 hours, with an IC50 of 8.65 = 0.04 uM.
Additionally, FSJ cytotoxicity was prevented by pre-treatment with N-acetyl-L-cysteine (NAC),
suggesting the involvement of oxidative stress. Molecular docking analysis showed that solamargine
interacted with the active sites of ERK2, INK1, p38a MAPK, and IKKp proteins. In summary, FSJ
demonstrates in vitro antitumor effects by inducing apoptosis, oxidative stress, and inhibiting p38
MAPK, ERK2, JNK1, and IKKp proteins.

Keywords: Cytotoxicity, oxidative stress, molecular docking, antitumor
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma condicdo caracterizada por alteragdes genéticas que resultam em
crescimento descontrolado de células, capacidade de evadir do sistema imunoldgico e habilidade
de invadir tecidos e 6rgdos circundantes. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o
cancer representa um significativo desafio de saude publica, sendo a segunda principal causa de
mortalidade global (Allemani et al., 2018; Patel, 2013; Hanahan, 2022).

Nesse sentido, o cancer de mama é o mais prevalente globalmente, e o mais diagnosticado
entre as mulheres, representando cerca de 11,6 % do total de casos no ano de 2022 (Bray et al.,
2024). No Brasil, este é 0 mais incidente em todas as regifes, evidenciando sua importancia como
problema critico de salde publica e a necessidade da busca por estratégias terapéuticas eficazes
(Allemani et al., 2018; INCA, 2022).

As principais modalidades de tratamento para o cancer de mama incluem a radioterapia,
imunoterapia, terapia-alvo, procedimentos cirargicos, hormonioterapia, e quimioterapia, sendo
essa Ultima a mais amplamente utilizada (Yang et al., 2023). Entretanto, concomitantemente a
capacidade dos quimioterapicos existentes de reduzir o tamanho do tumor e prolongar a vida dos
pacientes, estdo o desenvolvimento de resisténcia das células cancerigenas, as taxas de respostas
insatisfatorias e o potencial de causar danos significativos a salde das células ndo cancerigenas,
devido a sua alta toxicidade (Xie; Chen; Fang, 2020).

Trabalhos com produtos naturais e seus derivados, como as substancias isoladas, tém sido
conduzidos visando a obtencéo de novas terapias para o tratamento do cancer (Soto et al., 2023;
Bae et al., 2023; Peng et al., 2023). O crescente interesse em explorar esses compostos visa obter
terapias mais seletivas, o que tem resultado no desenvolvimento de uma série de medicamentos
derivados de recursos naturais, como Vimblastina®, Vincristina®, Etoposideo®, Paclitaxel®,
Docetaxel®, Irinotecano®, entre outros (Newman; Cragg, 2020).

Nesse contexto, o Brasil destaca-se por sua extensa biodiversidade. A variedade de
espécies vegetais oriundas das florestas tropicais do pais, oferece um repertorio rico e
inexplorado de compostos bioativos com potencial terapéutico, de modo que, diversos estudos
tém sido conduzidos com plantas que apresentam atividade antitumoral, incluindo varias espécies
da familia Solanaceae (Newman; Cragg, 2016; Soto et al., 2023).

O género Solanum L., mais extenso dessa familia, € notavel por abranger mais de duas
mil espécies de plantas conhecidas por sua variedade de metabdlitos bioativos e atividades
farmacoldgicas, incluindo suas propriedades anticancerigenas. Aproximadamente dezessete

espécies desse género demonstraram resultados positivos na inibicdo do cancer, incluindo o



cancer de mama, com efeitos observados tanto no uso de extratos brutos quanto de compostos
isolados dessas plantas (Jain et al., 2011; Khan et al., 2016; Kaunda; Zhang, 2019).

Nesse cenario, a Solanum jabrense, ganha destaque. Endémica do Brasil, sua distribuicéo é
limitada a regido nordeste, incluindo os estados do Ceara, Pernambuco, Paraiba e Bahia, sendo
encontrada especificamente em regides de brejos de altitude, como o Pico do Jabre, Serra Branca e
Brejo dos Cavalos (De Fatima Agra; Nee, 1997; Porto et al., 2004; Agra et al., 2009). Solanum
jabrense € rica em metabdlitos secundarios, incluindo flavonoides naturais, como retusina, que
apresentaram atividade na inibicdo da resisténcia a proteina do cancer de mama, além de outros
compostos, como ombuina, 3,7,8,4'-tetra-O-metilgossipetina, 3,7,8,3',4'-penta-O-metilgossipetina e
3-O-metilquercetina (Silva; Carvalho; Braz-filho, 2009; Pick et al., 2011; Kaunda; Zhang, 2019).
Em adicdo, a solasodina, um alcaloide esteroidal encontrado nos frutos dessa planta, demonstrou
atividades farmacoldgicas, como anticancerigena, especialmente contra osteosarcoma e células
leucémicas, além de induzir apoptose em células cultivadas (modelos in vitro) (Patel; Singh; Patel,
2013; Hameed et al., 2017).

Assim, o cancer representa um grave problema de saude publica global, onde quimioterapia
leva a efeitos toxicos significativos e desenvolvimento de resisténcia, e considerando o potencial
bioldgico dos fitoquimicos presentes em espécies de solanéceas, este trabalho avaliou a atividade
antitumoral do extrato hidroalcéolico, fragdo e 0 composto majoritario, isolados das partes aéreas

de Solanum jabrense, sobre linhagens celulares tumorais e ndo tumorais humanas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Cancer: aspectos gerais

O céncer abrange mais de 100 doencas caracterizadas por alteracbes nos mecanismos
de proliferacdo e diferenciacéo celular, resultando em crescimento descontrolado. Modificagoes
genéticas e epigenéticas em células normais podem levar a formacéo de neoplasias malignas,
que possuem crescimento rapido, células indiferenciadas e a capacidade de invadir tecidos e
6rgdos, culminando em metéastase (Patel, 2020; Hanahan, 2022).

A homeostase celular mantém um controle rigoroso sobre a proliferacdo das células.
Quando esse sistema € desregulado, ocorre o crescimento descontrolado de células
indiferenciadas. Esse descontrole, associado a mutacdes, leva a alteracbes morfoldgicas e a
transformacdo dessas células em tumores, que podem ser benignos ou malignos (Todoric;
Karin, 2019). Ambos os tipos de tumores perdem a capacidade de diferenciacdo e exibem
alteracdes estruturais e funcionais em comparacdo com as células normais. No entanto, 0s
tumores benignos formam massas com morfologia semelhante ao tecido de origem, crescem
lentamente e podem comprimir 6rgdos adjacentes, mas ndo os invadem (Yasmin et al., 2015;
Kogure et al., 2017).

As neoplasias malignas podem ser classificadas de acordo com o local de origem. Entre
elas estdo os carcinomas, como o cancer de mama, que se originam de células epiteliais e
representam mais de 90% dos canceres humanos (Ahmad; Ahsan, 2020, Khoury, 2023);
adenocarcinomas, que se desenvolvem a partir de tecido epitelial glandular; sarcomas, que
surgem do tecido conjuntivo, como o0s osteossarcomas; e leucemias, linfomas e mielomas, que
se originam das células brancas do sangue, como o linfoma de Hodgkin (Shields, 2017; Ahmad,;
Ahsan, 2020; Ullah et al., 2023).

Apesar da heterogeneidade entre os tipos de cancer, todos compartilnam caracteristicas
comuns que os diferenciam das células saudaveis (Smith et al., 2020). Essas caracteristicas,
conhecidas como "marcas do cancer", incluem reprogramacao do metabolismo celular, evasdo
da morte celular programada, sustentacdo da proliferacdo infinita, angiogénese, invaséo e
metastase, evasdo da resposta imunoldgica, instabilidade e mutacdo gendmica, inflamacéo
promotora de tumores, desbloqueio da plasticidade fenotipica, reprogramacao epigenética nao
mutacional, microbiomas polimoérficos, células senescentes, evasdo da supressao tumoral e

ativacdo da via de sinalizagdo tumoral (Hanahan, 2022), conforme Figura 1.

24



Figura 1 Marcas do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

Nesse contexto, a carcinogénese € um processo dindmico pelo qual se origina o cancer,
e é estruturado em trés fases: iniciacdo, promocdo e progressao. A primeira, envolve a
ocorréncia de danos ao DNA das células, que sdo provocados por fatores como carcin0genos
quimicos, exposicdo a radiacdo ou erros naturais durante a replicacdo do DNA, levando a
mutacBes que alteram o funcionamento normal das células. Na promocdo, as células que
sofreram essas alteracdes iniciais proliferaram de maneira desordenada, estimuladas por fatores
que favorecem a sobrevivéncia e a expansdo das células mutantes. Por fim, a etapa de
progressao € marcada por mutaces e alteracGes genéticas adicionais nas células, que se tornam
ainda mais malignas e invasivas. Neste estagio, as células tumorais desenvolvem a capacidade
de invadir tecidos vizinhos e se disseminar para outras partes do organismo, perpetuando a
natureza agressiva do cancer (Ahmad; Ahsan, 2020; Lopez; Bleich; Arthur, 2020; Majumder et
al., 2020).

Nesse sentido, o surgimento do cancer é influenciado por fatores exdgenos (ambientais)
e enddgenos (hereditarios). Enquanto os fatores hereditarios representam somente 10% dos
casos de cancer, 0s outros 90% estdo ligados a fatores externos relacionados ao individuo, como

infeccOes virais, bacterianas, habitos alimentares, tabagismo, sedentarismo e envelhecimento,
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além de fatores como exposicao aos raios ultravioletas e inalacdo de poluentes (Shankar et al.,
2019; Urrego et al., 2021).

Atualmente, o cancer é uma séria preocupacdo em termos de salde publica, sendo uma
das principais causas de 6bito globalmente. Em 2020, foram registrados aproximadamente 19,3
milhdes de novos diagndsticos e 10 milhdes de mortes por cancer (Sung et al., 2021). No
contexto brasileiro, conforme as projecdes do Instituto Nacional do Cancer (INCA), espera-se
que o pais registre mais de 704 mil novos casos da doenca no triénio de 2023 a 2025 (INCA,
2022).

Dentre estes, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, estima-se que o cancer de mama
sera 0 mais incidente, com 74 mil novos casos (10,5%) nesse periodo. As demais neoplasias
com alta incidéncia incluem o cancer de préstata, com 72 mil novos casos (10,2%); cancer de
colon e reto, com 46 mil casos (6,5%); e cancer de pulmao, com 32 mil casos (4,6%) (INCA,
2022). Essas estimativas destacam a necessidade de estratégias de prevencdo, diagndstico
precoce e tratamento eficaz para enfrentar o crescente desafio do cancer no Brasil.

2.2 Bases moleculares do cancer

2.2.1 Ciclo celular

O ciclo celular é o responsavel pelo controle da replicacdo do DNA genémico e sua
subsequente segregacdo em células eucarioticas. Esse processo é executado por uma rede
complexa de mecanismos reguladores, verificacdes e equilibrio para garantir que nenhum erro
seja cometido antes que uma célula possa entrar e progredir através do ciclo celular para se
dividir (Matthews; Bertoli; Bruin, 2022).

O ciclo celular mitotico é dividido em dois estagios distintos: interfase e mitose (M). A
interfase inicia-se com a fase G1 (gap 1), durante a qual a célula cresce e se prepara para a
replicacdo do material genético, em seguida, na fase S (fase de sintese), ocorre a replicacdo do
DNA, essa etapa é seguida por um segundo intervalo, a fase G2 (gap 2), onde as células se
preparam para a mitose, fase M, que resulta na segregacéo do contetido celular em duas células-
filhas geneticamente idénticas. Apos a fase M, a célula pode seguir para uma nova fase G1 ou
entrar em um estado de repouso denominado GO (Urrego et al., 2014; Sanchez-Martinez et al.,
2015).
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Nesse sentido, as fases de intervalo séo essenciais para a regulacéo do ciclo. Durante a
fase G1, a célula toma a deciséo de iniciar o ciclo celular, enquanto na fase G2, prepara-se para
a segregacao dos cromossomos. Esse processo € rigorosamente controlado para garantir que
falhas sejam identificadas e corrigidas (Brandmaier; Hou; Shen, 2017).

Diante disso, proteinas dos centros de controle, conhecidas como checkpoints,
interrompem o ciclo celular para promover o reparo do DNA quando necessario. Essa regulacdo
é governada por uma rede dindmica de fatores, que inclui proteinas regulatérias chamadas
ciclinas, que sdo pertencentes a familia das quinases dependentes de ciclinas (CDKs) (Moreno-
Layseca; Streuli, 2014).

As ciclinas interagem com quinases dependentes de ciclinas (CDKs) para formar
complexos que regulam as fases do ciclo celular. O primeiro ponto de verificagdo ocorre na
fase G1, onde estimulos relacionados ao crescimento celular aumentam a sintese de ciclina D,
resultando na formacdo do complexo CDK4/6-ciclina D (Wang; Jiang; Zhang, 2024). Este
complexo facilita a fosforilacdo e a inativacdo da proteina retinoblastoma (Rb), liberando o
fator de transcricdo E2F, crucial para a producdo das ciclinas A e E na fase S, que séo
fundamentais para a replicacdo do DNA.

Durante a fase S, a ciclina E se combina com CDK2 para formar o complexo CDK2-
ciclina E, promovendo a hiperfosforilagdo do Rb e a transicdo para a fase G2. Em seguida, a
ciclina A se associa com CDK2, facilitando a progressao da fase S para a fase G2. Na fase G2,
a ciclina A se liga a CDKL1, o que possibilita a transicdo para a fase M. O segundo ponto de
verificacdo, G2-M, é rigorosamente controlado pelo complexo CDK1-ciclina B, que regula a

continuidade da mitose durante a fase M (Bonelli et al., 2019) (Figura 2).
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Figura 2- Progressdo do ciclo celular direcionado por cinases dependentes de ciclina (CDKs)
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Legenda: As ciclinas e as CDKs formam complexos que regulam rigorosamente a progressao do ciclo
celular nas fases G1, S, G2 e M. O complexo ciclina D-CDK4/6 promove a fosforilagcdo da proteina do
retinoblastoma (Rb), liberando o fator de transcricdo E2F e ativando genes essenciais para a sintese
de DNA. Na fase G2, o complexo ciclina A-CDK2 prepara a célula para a mitose, enquanto o complexo
ciclina B-CDK1 coordena eventos mitoticos como a desintegragcdo da membrana nuclear. Inibidores de
CDK, como p16, p21 e p27, atuam como pontos de verificagdo, garantindo o controle adequado da
divisdo celular. Ras, Myc, Jun séo proto-oncogenes envolvidos na estimulagao mitética, e GO refere-se
ao estado de quiescéncia celular. P15, P18, P19 sao inibidores adicionais de CDKs

Fonte: Adaptado de Wang; Jiang; Zhang (2024)

Nesse contexto, os pontos de checagem exercem um controle rigoroso sobre a
progressao celular pelas fases do ciclo, garantindo a efetividade da divisdo celular. Em
contraste, no céncer, as células frequentemente enfrentam uma segregacdo descontrolada
devido a defeitos nos pontos de checagem, particularmente no checkpoint de dano ao DNA, o

que resulta em uma divisdo celular desregulada e continua (Otto; Sicinski, 2017).
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Os agentes antineoplésicos desempenham papel essencial no tratamento do céncer,
direcionando fases especificas do ciclo celular para inibir o crescimento tumoral. Esses
medicamentos sdo classificados em duas categorias: especificos do ciclo celular (CCS) e nao
especificos do ciclo celular (CCNS) (Mendonca et al., 2018).

Os agentes CCS, como os antimetabdlitos (por exemplo, metotrexato e fluorouracil),
atuam principalmente durante a fase S do ciclo celular. Eles interrompem a sintese de DNA,
afetando, assim, as células cancerigenas em rapida divisdo. O metotrexato, por exemplo, inibe
a diidrofolato redutase, uma enzima essencial para a replicacdo do DNA. Por sua vez, o
fluorouracil interfere na sintese de RNA e DNA (Schweitzer; Dicker, Bertino; 1990; Sramek et
al., 2016).

Em contraste, os agentes CCNS, que incluem agentes alquilantes (como a
ciclofosfamida) e antraciclinas (como a doxorrubicina), exercem seus efeitos durante todo o
ciclo celular, tornando-os eficazes tanto contra células em divisdo quanto em repouso. Esses
medicamentos induzem danos ao DNA por meio de quebras de fita, visando tumores que podem
ter uma proporcao significativa de células na fase GO (Sousa, 2016).

Avancos recentes introduziram inibidores de CDK (como o palbociclib), que visam
especificamente as cinases dependentes de ciclina envolvidas na transi¢éo da fase G1 paraa S,
levando a parada do ciclo celular em células de cancer de mama positivas para receptores
hormonais (Romd&o, 2022). Essa abordagem direcionada aumenta a eficcia terapéutica
enguanto minimiza os danos as células normais, ressaltando a importancia de entender a

dindmica do ciclo celular na terapia do cancer.

2.2.2 Apoptose

Os mecanismos de morte celular sdo essenciais para manter a homeostase do organismo,
eliminando células danificadas de forma controlada. Entre as principais formas de morte celular
estdo a apoptose e necrose, que desempenham papeis distintos nesse processo. A apoptose,
também chamada de morte celular programada, é fundamental para a manutencao do equilibrio
tecidual, removendo células defeituosas sem causar inflamacé&o, ao contrério da necrose, que
estd associada a danos patologicos. Sendo, a apoptose, um mecanismo essencial na remodelagéo
tecidual, regulacéo do sistema imune e remocéo de células com danos no DNA (\Voss; Strasser,
2020; Yan; Elbadawi; Efferth, 2020).
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Nesse contexto, a morte celular programada € um processo altamente regulado,
distinguido por uma sequéncia de eventos moleculares, que incluem o encolhimento celular e
a picnose, manifestados pela fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e compactagéo
do citoplasma. Posteriormente, ocorre a formacdo de blebs na membrana plasmatica e a
cariorrexe, culminando na separacdo das células dos tecidos adjacentes e na fragmentacdo em
corpos apoptoticos, que sdo, entdo, removidos por células fagociticas, em um processo
facilitado pela exposicdo de fosfatidilserina na superficie celular, prevenindo uma necrose
secundaria (Obeng, 2020; Kalinin et al., 2020).

As caspases sdo proteases de cisteina fundamentais na execucao da apoptose, ativando
uma cascata de clivagem proteica que resulta na morte celular (Yarychkivska; Shaham, 2020).
Elas sdo classificadas em caspases iniciadoras (2, 8, 9, 10), que desencadeiam a apoptose, e
caspases efetoras (3, 6, 7), que executam a destruicdo celular. Além disso, as caspases
inflamatorias (1, 4, 5) participam do processamento de citocinas inflamatdrias (Boice;
Bouchier-Hayes, 2020; Opdenbosch; Lamkanf, 2019; Obeng, 2020). Essas enzimas s&o
inicialmente sintetizadas como proenzimas inativas e, ao serem ativadas, promovem a
amplificacdo da resposta apoptotica, assegurando a eliminacdo controlada das células (Boice;
Bouchier-Hayes, 2019; Deng; Shah, 2020).

Este processo pode ser desencadeado através de duas principais vias de sinalizagdo: (1)
a via extrinseca, mediada por receptores de morte na superficie celular; e (11) pela via intrinseca,
também conhecida como mitocondrial, que é regulada por sinais intracelulares (Yan; Elbadawi;
Efferth, 2020; Boice; Bouchier-Hayes, 2019) (Figura 3).
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Figura 3 Vias intrinseca e extrinseca da apoptose
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Legenda: Esquema das vias de apoptose extrinseca e intrinseca. Na via extrinseca, um estimulo externo liga-se ao
receptor Fas, que recruta a proteina adaptadora FADD. Isso resulta no recrutamento e ativacéo das pré-caspases 8
e 10, em caspases 8 e 10. Essas caspases, por sua vez, clivam a proteina BID em tBID, contribuindo para a ativacao
da via intrinseca. A caspase-8 também ativa diretamente as caspases executoras 3 e 7. Na via intrinseca, um
estimulo intracelular ativa proteinas BH3-only, cuja acdo sobre as proteinas anti-apoptéticas permite a ativacéo
das proteinas pro-apoptéticas BAX e BAK. Estas promovem a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa
(MOMP), resultando na liberacdo de citocromo C no citoplasma. O citocromo C se liga & proteina APAF1,
formando o apoptossomo, que recruta e ativa a pré-caspase-9. A caspase-9 ativa as caspases-3 e 7, levando a morte
celular. SMAC também ¢é liberado da mitocéndria e inibe a proteina anti-apoptética XIAP, que bloqueia a
atividade das caspases e morte.

Fonte: Adaptado de Huang et al. (2022).

A via intrinseca da apoptose € ativada por estresses celulares que aumentam a
permeabilidade da membrana mitocondrial. Esse processo € regulado por um equilibrio entre
proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptéticas. As proteinas pro-apoptoticas, incluindo BIM,
PUMA, BID, BMF, NOXA, BIK, BAD e HRK (denominadas BH3-only), induzem a formacéo
de poros na membrana mitocondrial, facilitando a liberacdo de citocromo ¢ e SMAC para o
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citosol. Em contraste, proteinas anti-apoptoéticas como BCL-2, MCL-1, BCL-XL, BCL-W e
A1/BFL-1 inibem a acédo das proteinas pré-apoptéticas BAX e BAK na auséncia de estimulos
apoptoticos (Carneiro; El-Deiry, 2020).

O mecanismo de sinalizacdo molecular da via intrinseca inicia-se com a ativacao de
proteinas pro-apoptdticas, como Bid e Bim, que estimulam efetores como Bax e Bak. Esses
efetores formam oligdmeros na membrana mitocondrial, criando poros que permitem a
liberacdo de citocromo ¢ e SMAC para o citosol. O citocromo c¢ se associa ao fator 1 ativador
de protease apoptotica (APAF-1) e a prd-caspase 9, formando o apoptossomo. A pro-caspase 9
é entdo ativada por autoclivagem, o que resulta na ativacdo subsequente das caspases efetoras.
Proteinas como SMAC/DIABLO e Ht-A2/0Omi desempenham o papel de neutralizar inibidores
da apoptose, facilitando a progressdo do processo apoptético (Obeng, 2020; Voss; Strasser,
2020).

A apoptose induzida pela via extrinseca é mediada pela interacéo entre ligantes de morte
e seus respectivos receptores, pertencentes a superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF),
que inclui TNFR1, Fas e receptores do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF
(TRAIL) (TRAIL-R1/DR4 e TRAIL-R2/DR5) (Boice; Bouchier-Hayes, 2019). A ativacéao
desses receptores de morte facilita a associacdo com proteinas adaptadoras como FADD e
TRADD. Esta interacdo resulta na formagdo do complexo de sinalizacdo indutor de morte
(DISC), no qual a caspase 8 ou 10 € recrutada e ativada através do seu dominio efetor de morte
(DED). A caspase 8, uma vez ativada, propaga o sinal de morte para caspases efetoras
subsequentes, desencadeando a apoptose (Obeng, 2020; Voss; Strasser, 2020).

Em adicdo, ocorre comunicacao entre as vias apoptdticas que leva a amplificacdo do
sinal de morte celular (\VVoss; Strasser, 2020). Durante esse processo, a caspase 8 é capaz de
clivar a proteina BID, gerando o fragmento truncado tBID. Este fragmento, por sua vez, ativa
as proteinas BAX e BAK, 0 que leva a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa
(Verma; Singh, 2020).

Nesse contexto, a desregulacdo dos processos de morte celular é essencial para a
tumorigénese. As células tumorais conseguem evitar a apoptose por meio da regulacéo negativa
ou do blogueio das vias de sinalizacao apoptética. O acimulo de alteragdes genéticas pode levar
a um desequilibrio na expresséo de genes que regulam a apoptose, resultando em um aumento
ou diminuicdo na atividade de genes pro-apoptoticos ou antiapoptoticos (Patergnani et al.,
2017).
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ModificacOes epigenéticas, como a metilacdo dos genes DAPK, ASC/TMSL1 e HIC1,
tém sido associadas a capacidade das células de evitar a apoptose (llango et al., 2020), e essa
evasdo da morte celular permite que células potencialmente prejudiciais persistam e proliferem,
sendo entdo a apoptose um processo de morte celular essencial para a eliminacdo de células
danificadas ou desnecessérias (Yan; Elbadawi; Efferth, 2020).

No cancer de mama, é comum a presenca de mutacfes no gene supressor tumoral p53,
além de alteracOes epigenéticas especificas. A metilacdo do gene RASSF1A (isoforma A da
familia de dominio de associacdo Ras 1) e do promotor do gene BRCAL € frequentemente
observada. O desenvolvimento do cancer de mama esté estreitamente associado a modificaces
epigenéticas que afetam genes essenciais, com énfase na metilacdo das regides promotoras de
genes como BRCA1 e BRCA2, TP53, RASSF1, MGMT e PTEN. Essas alterac6es epigenéticas
desempenham papeis criticos na regulacdo da expressao génica e na progressdo da doenca
(Nolan, Lindeman, Visvader, 2023).

Os principais agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer de mama
induzem a apoptose, que é essencial para a eliminacéo de células tumorais. Entre eles estdo os
antimetabolitos, como a 5-fluorouracila e 0 metotrexato, que inibem a sintese de DNA e RNA,
resultando em danos genéticos e subsequente apoptose. Os agentes alquilantes, como a
ciclofosfamida, adicionam grupos alquil ao DNA, levando a apoptose. Os inibidores de
topoisomerase, como a doxorrubicina, afetam a resolucdo dos superenrolamentos do DNA,
facilitando a morte celular. Além disso, os taxanos, como o paclitaxel, estabilizam microtubulos

e blogueiam a mitose, promovendo a morte celular (Zhao et al., 2022; Ozerkan, 2023).

2.2.3 Estresse oxidativo e cancer

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) e a capacidade antioxidante
do organismo. Esse processo resulta na formacgdo excessiva de moléculas altamente reativas,
que sdo geradas em resposta a diferentes estimulos. Quando a producao dessas espécies reativas
excede a capacidade de neutralizacdo do sistema antioxidante, ocorre um acumulo de danos nas
macromoléculas celulares, e isso pode comprometer a integridade celular (Huang; Nan, 2019;
Kruk et al., 2019).

Nesse contexto, as espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas derivadas do

oxigénio que possuem elétrons desemparelhados em sua camada externa, tornando-as altamente
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reativas. Entre as principais ROS estdo o anion superoxido, o radical hidroxila e o 6xido nitrico,
bem como moléculas ndo radicais como o perdéxido de hidrogénio (Milkovic et al., 2019).

O anion superoxido é gerado principalmente pela oxidacdo mediada pela NADPH
oxidase e pelo vazamento de elétrons nas mitocondrias durante a respiracdo aerobica. Dentro
das células, o superoxido € convertido em perdxido de hidrogénio pela superdxido dismutase,
que pode, entdo, oxidar residuos de cisteina em proteinas, iniciando cascatas de sinalizacéo
redox essenciais para diversas fungdes celulares (Milkovic et al., 2019; Chatterjee; Chatterjee,
2020).

As ROS/RNS sdo provenientes de fontes endogenas e exdgenas. Entre as principais
fontes enddgenas, destacam-se as mitocéndrias, o reticulo endoplasmaético, 0s peroxissomos, 0
citosol e o espaco extracelular (Snezhkina et al., 2019; Perillo et al., 2020). Por outro lado, as
fontes externas incluem fatores como a exposicao a luz ultravioleta, radiacdo gama, campos
eletromagnéticos, e produtos quimicos ambientais (Bodega et al., 2019).

E reconhecido que, em concentracdes baixas ou moderadas, as ROS e RNS
desempenham papéis fundamentais na sinalizacdo celular. Em contraste, quando em niveis
elevados, podem causar danos significativos as macromoléculas celulares, como &acidos
nucleicos, proteinas, lipidios e carboidratos. Assim, essas moléculas tém o potencial de atuarem
como importantes reguladores entre processos de sobrevivéncia e morte celular (Milkovic et
al., 2019; Perillo et al., 2020; Prasad; Srivastava, 2020).

Nesse sentido, como o equilibrio entre ROS/RNS e moléculas antioxidantes é essencial
para a manutencdo da funcdo celular, estas desenvolveram mecanismos que regulam a
eliminacdo dessas espécies reativas. Nas mitocéndrias, por exemplo, essa protecdo € mediada
por sistemas de defesa antioxidantes, como a glutationa peroxidase (GPX), superdxido
dismutase (SODs), catalase (CAT) e a peroxirredoxina (PRDX) (Figura 4), além de
antioxidantes ndao enzimaticos, como o acido ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E)
e o caroteno. Contudo, niveis elevados de ROS podem exceder a capacidade celular
antioxidante, levando ao estresse oxidativo e ao desenvolvimento de doengas como o cancer
(Bodega et al., 2019; Snezhkina et al., 2019; Perillo et al., 2020).
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Figura 4 - Formacao e Regulacdo de ROS e Seus Efeitos nas Fun¢des Celulares
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Legenda: Mitocondrias e NADPH oxidases geram O2 —, HO* e H20: (ROS). A superoxido dismutase (SOD1 ou
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glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT). Niveis baixos de ROS (azul) mantém a proliferacdo e sobrevivéncia
celular normais. Niveis moderados a altos de ROS (vermelho claro) favorecem o crescimento tumoral, metastase
e angiogénese. Niveis extremamente altos de ROS (vermelho escuro), produzidos por quimioterapia, causam
apoptose e danos ao DNA.

Fonte: Adaptado de Kirtonia; Sethi; Garg (2020).

No céncer, as ROS e RNS exercem um papel dual, em baixas concentragdes, podem
promover a progressdo tumoral, causando alteracfes genéticas moleculares, bem como
aumentar a resisténcia a tratamentos. No entanto, essas espécies reativas podem também inibir
o crescimento tumoral, induzindo citotoxicidade através do aumento do estresse oxidativo, que

conduz essas células a morte (Kumari; Badana; Malla, 2018; Yang; Chen; Shi, 2019).
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Entretanto, as células tumorais podem adaptar-se a esse estresse oxidativo utilizando
mecanismos antioxidantes presentes também nelas, o que facilita sua sobrevivéncia (Galadari
etal., 2017; Li et al., 2020)

No céncer de mama, a desregulacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS)
desempenha papel essencial na progressdao da doenca (Kumari; Badana; Malla, 2018). A
atividade desregulada de NADPH oxidase (NOX) resulta em niveis elevados de ROS,
contribuindo para a tumorigénese. Adicionalmente, foi evidenciado no cancer de mama, niveis
elevados de monoamina oxidase A (MAOA), bem como da proteina dissulfeto isomerase (PDI),
oxidorredutina-1 do RE (ERO1) e o sistema microssomal monooxigenase (MMO),
provenientes do estresse oxidativo do reticulo endoplasmético (Snezhkina et al., 2019;
Chatterjee; Chatterjee, 2020).

A via de sinalizacdo PI3K/PTEN, crucial para o crescimento e sobrevivéncia tumoral,
tem sua regulacdo influenciada pelas espécies reativas de oxigénio (ROS). O superoxido (O2")
e o peroxido de hidrogénio (H20:) podem hiperativar a via PI3K/AKT/mTOR ao oxidar e
inativar fosfatases como PTEN, PTP1B e PP2A. Ademais, as ROS promovem a degradacéo de
PTEN por proteassomas e ativam a via PI3K/AKT ao interagir com estrogénio e fatores de
crescimento, favorecendo a tumorigénese e a sobrevivéncia das células cancerosas no cancer
de mama (Garg et al., 2017).

Em contrapartida, alguns quimioterapicos utilizam o aumento do estresse oxidativo para
induzir a apoptose nas células tumorais. Drogas como antraciclinas e inibidores de
topoisomerase, incluindo doxorrubicina e epirrubicina, bloqueiam a sintese de DNA e a
atividade de topoisomerase Il, resultando em aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) mitocondrial e estresse oxidativo (Garg et al., 2017; Mikuta-pietrasik et al.,
2019). Alem dessas, drogas baseadas em platina, como cisplatina, sdo eficazes ao manter altos
niveis de ROS, o que leva a morte celular. E o 5-fluorouracil, sensibiliza tumores ao aumentar
0 estresse oxidativo de forma dependente de p53. Essas estratégias exploram a vulnerabilidade
celular aos danos oxidativos (Yang, 2018; Kirtonia; Sethi; Garg 2020).

Nesse contexto, o desenvolvimento de farmacos que promovam a morte das células
tumorais por meio do aumento dos niveis de ROS e estresse oxidativo revela-se uma abordagem

promissora no tratamento do cancer.

2.2.4 Proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS)
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Os organismos Vvivos possuem a capacidade intrinseca de reagir a estimulos
provenientes do ambiente externo. A célula, sendo a unidade fundamental da resposta a esses
estimulos, converte sinais recebidos do meio extracelular, como fatores de crescimento,
citocinas e hormonios, em complexas cascatas de sinalizacdo intracelular (Ma; Nicolet, 2023;
Park; Baek, 2022). Esses sinais sdo processados por vias de sinalizacdo que possibilitam a
transducdo dessas informacdes para respostas celulares especificas e adaptativas. A transdugéo
eficiente e precisa desses sinais & necessaria para a regulacdo das funcdes celulares e a
manutencdo da homeostase do organismo (Ma; Nicolet, 2023).

Nesse sentido, as proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS) constituem uma
familia de proteinas de sinalizagdo que desempenham papel central na regulacdo de diversos
processos celulares, como a proliferacdo, diferenciacao e resposta ao estresse. A disfungédo na
regulacdo dessas cinases esta associada ao desenvolvimento de patologias, incluindo cancer,
processos inflamatorios, distirbios no desenvolvimento e varias doencgas neurologicas (Bahar;
Kim; Kim, 2023).

As cascatas de MAPKSs sdo ativadas por estimulos extracelulares, transmitindo sinais
que regulam distintos processos celulares (Kciuk et al., 2022). Entretanto, cada cascata exerce
um papel predominante em processos especificos. Nos mamiferos, foram identificados 14 tipos
de MAPK que estdo agrupadas em trés categorias: (1) Proteinas Cinases Reguladas por Sinais
Extracelulares 1 e 2 (ERK1/2); Proteinas Cinases Ativadas por Mitégeno p38 (p38a MAPK,
p38B MAPK, p38y MAPK ¢ p385 MAPK); e as Cinases c-Jun N-terminal 1, 2 e 3 (JNK1, JINK2
e JNK3, respectivamente) (Wu; Becker; Park, 2020; Maik-Rachline; Wortzel; Seger, 2021).

Nesse contexto, a ativacdo destas vias ocorrem através de um modelo em cascata,
envolvendo trés componentes principais: MAPKKK (MAP cinase cinase cinase), MAPKK
(MAP cinase cinase) e MAPK (MAP cinase). O processo inicia-se com a ativacdo de uma
MAPKKK, que fosforila e ativa uma MAPKK subsequente. Posteriormente, a MAPKK
fosforila uma MAPK, que, por sua vez, fosforila diversos alvos celulares, como a Proteina
Cinase Ativada por ERK (RSK), e o fator de transcri¢do c-JUN (Garcia Hernandez et al., 2022).
(Figura 5).
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Figura 5 Cascatas de sinalizagdo das proteinas cinases ativadas por mitogeno (MAPK)
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Fonte: Adaptado de Bahar, Kim, Kim (2023)

Nos Ultimos anos, a interagdo entre as familias INK e p38 tem sido investigada de forma
mais detalhada, revelando seu complexo papel em diversos tipos de cancer. As vias de cinase
Jun N-terminal (JNK) e p38, classificadas como cinases ativadas por estresse (SAPKS),
frequentemente apresentam desregulacdo em contextos oncoldgicos (Lavoie; Gagnon;
Therrien, 2020).

No céncer de mama, a via das MAPKs, desempenha papel essencial na regulacdo de

processos que afetam o desenvolvimento e progressdo do tumor. MicroRNAs (miRNAS),
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pequenos RNAs nédo codificantes conservados, modulam a sinalizagdo da via p38 MAPK em
resposta a diversos ativadores, exercendo fungdes tanto na oncogénese quanto na inflamagéo.
Assim, foi demonstrado que o cluster miRNA-17-92 esta frequentemente superexpresso em
varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama, onde promove funcbes pro-tumorais e

contribui para a progressdo da doenca (Garcia Herndndez et al., 2022).

2.2.4.1 Proteinas cinases reguladas por sinais extracelulares (ERK)

A Proteina Cinase Regulada por Mitégeno (ERK) é essencial para a regulacdo de varias
fungdes celulares, como crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia (Lavoie; Gagnon;
Therrien, 2020). A ERK integra a via de sinalizacdo das MAPKs (Cinases Ativadas por
Mitogeno), desempenhando um papel central na conversdo de sinais extracelulares em
respostas celulares especificas (Maik-Rachline; Wortzel; Seger, 2021).

Essa via de sinalizagdo € iniciada quando ligantes extracelulares interagem com 0s
Receptores de Tirosina Cinase (RTKSs). Essa interacdo leva a dimerizacdo do receptor e a
transfosforilacdo dos residuos de tirosina em seus dominios intracelulares. Como consequéncia,
ocorre o recrutamento de proteinas adaptadoras, destacando-se a Proteina Ligada ao Receptor
do Fator de Crescimento 2 (Grb2) (Sabbah; Hajjo; Sweidan, 2020; Cordover et al., 2020;
Cordover et al., 2020).

A partir dessa interacdo (Grb2/RTKSs) fatores de troca de nucleotideos de guanina
(GEFs) sdo recrutados, a exemplo da proteina son of sevenless (SOS) e promovem a troca do
difosfato de guanosina (GDP) pelo trifosfato de guanosina (GTP) na proteina Ras, ativando-a
e, com isso, estimulando a formacdo de dimeros das proteinas Raf (A-Raf, B-Raf e C-Raf)
(Junior, 2019; Baltanas et al., 2020; Park; Baek, 2022; Seiler et al., 2022).

As proteinas Raf fosforilam e ativam as Proteinas Cinases Ativadas por Mitogenos 1 e
2 (MEK1/2) e estas, agora ativadas, fosforilam uma sequéncia de residuos treonina-glutamato-
tirosina no segmento de ativacdo das proteinas ERK1/2, tornando-as ativas e capazes de
fosforilar diversos alvos, tanto citoplasmaticos, quanto nucleares, incluindo os fatores de
transcri¢do (Ullah et al., 2022; (Zhang et al., 2022) (Figura 6).
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Figura 6 Cascata de sinalizagao das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK)
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Legenda: Representacdo esquemdtica da via de sinalizacgdo MAPK/ERK, destacando sua importancia na
proliferacéo celular. A ativacéo desta via se inicia com a ligacio de um fator de crescimento ao receptor de tirosina
quinase na membrana plasmética, levando a ativacdo da proteina Ras. Ras ativa a cascata de fosforilagdo que
envolve Raf, MEK1/2 e ERK1/2. As proteinas ERK1/2 fosforiladas translocam-se para o ndcleo através de
importinas (como Importin7) ou interagem com os filamentos de actina contendo Tm5NM1 no citoplasma. No
nacleo, ERK1/2 regula a transcricdo de genes como Fos e Myc, promovendo a proliferacdo celular. Diversas
proteinas reguladoras, como DUSPs (fosfatases que desfosforilam ERK1/2) e PEA-15, modulam a atividade dessa
via em diferentes pontos, garantindo um controle adequado da resposta proliferativa.

Fonte: Adaptado de Zou et al. (2019).

A regulacdo desta via é fundamental para a preservacdo da homeostase celular e é
realizada pelas fosfatases de dupla especificidade 5 e 6 (DUSP5 e DUSP6), que promovem a
desfosforilacédo e a inativacdo das ERK1/2 (Junior, 2019; Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).
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No céncer, a via de sinalizacdo MAPK/ERK é fundamental para o desenvolvimento da
doencga, uma vez que promove a proliferacdo e a migracédo celular, ativada predominantemente
por fatores de crescimento (Guo et al., 2020). Especificamente no cancer de mama, a
sinalizagdo ERK1/2, em interagdo com o TGFp, ¢ crucial para induzir a transi¢ao epitelial-
mesenquimal (EMT), facilitando o surgimento de caracteristicas invasivas e metastaticas nas
células epiteliais mamérias (Yuan et al., 2020).

Em contrapartida, a sinalizacdo ERK1/2 também pode induzir a morte celular em
determinadas circunstancias. Tal efeito pode ocorrer através da via intrinseca, mediada pela
liberacdo de citocromo c e ativacdo da caspase-9, ou pela via extrinseca, dependendo da
ativacdo da caspase-8. Diversos estimulos tém sido associados a inducdo da morte celular
mediada pela ERKZL/2, incluindo espécies reativas de oxigénio (ROS) e agentes
quimioterapicos como a doxorrubicina (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).

Nesse contexto, estudos com produtos naturais tém evidenciado essa relagao. Poto¢njak
e colaboradores (2020) demonstraram que o efeito citotdxico do flavonoide luteolina se dava
pela provavel ativacdo da via ERK1/2 e a forkhead box O3a (FOX0O3a), resultando em aumento
da apoptose e supressdo da autofagia em células tumorais

Diante do exposto, considerando o papel dual da ativacdo de ERK, que pode tanto
promover caracteristicas tipicas do cancer, como a proliferacdo desregulada e resisténcia a
morte celular programada, quanto induzir efeitos citotdxicos, a estratégia de direcionar e inibir
a via de sinalizacdo ERK é considerada uma abordagem promissora para combater os fendtipos

malignos.

2.2.4.2 Proteinas cinases c-jun N-terminal (JNK)

A proteina cinase JNK (c-Jun N-terminal kinase) apresenta trés principais isoformas:
JNK1, JNK2 e JNK3, cada uma codificada por genes distintos localizados em cromossomos
diferentes. Essas isoformas sdo conhecidas por nomes alternativos, como JNK1 (p46 ou
SAPKY), INK2 (p54 ou SAPKa) e INK3 (p493F12 ou SAPKJ), e estdo envolvidas na regulacao
da expressdo génica. Especificamente, JNKs ativam a proteina c-Jun por meio da fosforilacdo
de residuos especificos de serina na extremidade N-terminal (Nakano; Nakayama; Sugiya,
2020; Maik-rachline; Wortzel; Seger; 2021; Latham; O'donnell; Croucher, 2022).

Nesse contexto, a JNK, uma proteina da familia MAPK, é predominantemente ativada

em resposta a estimulos de estresse. Sua ativacdo ocorre por meio da fosforilacdo de seus
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residuos de tirosina (Tyr) e treonina (Thr), em um processo mediado pelas MAPKKs (MKK4
e MKKY7), que atuam como reguladores upstream da JNK (Bubici; Papa, 2014; Gkouveris;
Nikitakis, 2017).

Uma vez ativada, a JINK promove a fosforilacdo das proteinas Jun (JunB, JunD e c-
Jun), o que leva a sua dimerizag¢do com proteinas Fos (c-Fos, FosB, Fra-1/2), formando o fator
de transcricdo AP-1 (activator protein-1). Esta formag&o resulta na ativagdo do programa
transcricional dos genes-alvo (Bubici; Papa, 2014; Gkouveris; Nikitakis, 2017).

As JNKs ativadas sdo importantes reguladoras da transcri¢ao de p53 e das proteinas da
familia BCL2, como BCL2, BCL-xL, BAD, BIM e BAX (Figura 7). Essas vias de sinalizagdo
sdo essenciais para a modulacdo de processos celulares, incluindo a apoptose e proliferagéo
celular, aresposta imunologica, a sinalizacdo de insulina e as fung¢6es neuronais (Maik-rachline;
Wortzel; Seger; 2021).

42



Figura 7 Ativadores e Alvos da Via de Sinalizagdo JNK
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Legenda: Ativadores upstream e alvos downstream da via JNK. Diversos estimulos, como citocinas inflamatorias,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fatores de crescimento, ativam as MAPKKKs, enquanto estresse oxidativo
e radiacdo UV também podem ter esse efeito. A proteina JNK-interacting protein-1 (JIP1) conecta as MAPKKKSs
e MAPKKs as JNKs, facilitando sua ativagdo. JNKs ativadas podem induzir apoptose mitocondrial por meio das
proteinas BCL-2 e BAX, ou promover a transcricdo de genes relacionados a proliferagdo, diferenciagéo,
crescimento e apoptose celular por meio da fosforilacéo de seus alvos downstream.

Fonte: Adaptado de Pua et al. (2022)

Ademais, a via JNK estd implicada em processos patoldgicos, contribuindo para o
desenvolvimento de doencas como fibrose pulmonar idiopatica (Popmihajlov et al., 2022),
doengas neurodegenerativas, psoriase e cancer (Hammouda et al., 2020; Corrales; Losada-
Pérez; Casas-Tintd, 2021). Por outro lado, sua atividade é rigorosamente regulada por
fosfatases, incluindo as DUSP (DUSP1, DUSP2 e DUSP3) (Ha et al., 2019).
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As proteinas JNK podem ser ativadas por uma variedade de estimulos, resultando em
respostas celulares complexas e, por vezes, contraditorias. No contexto do cancer de mama,
JNK tem sido associada a promog¢do da doenca. Estudos indicam que, particularmente no
subtipo triplo-negativo (TNBC), a via JNK/c-Jun esta associada ao aumento da invasividade
das células tumorais (Han et al., 2022). Além disso, essa via de sinalizagdo tem sido implicada
na tumorigénese de varios tipos de cancer, incluindo figado, mama, pele, e tumores cerebrais,
destacando seu papel crucial na progressdo tumoral (Wu et al., 2020).

Em contrapartida, evidéncias sugerem que a JNK também possui um papel antitumoral,
tornando-a um alvo atrativo para o tratamento do céancer (Abdelrahman et al., 2021). Por
exemplo, em células de carcinoma ovariano, Dou e colaboradores (2019) demonstraram que a
ativacdo positiva da JNK pode promover a morte celular dependente de autofagia.

Pesquisas envolvendo produtos naturais tém evidenciado o papel duplo dessa via como
perspectiva no tratamento do cancer. Em um estudo conduzido por Wang e colaboradores
(2019), foi demonstrado que um analogo da curcumina, 0 WZ35, pode promover a morte celular
ao induzir a ativacdo da JNK mediada por estresse oxidativo em células de cancer de mama
triplo negativo (MDA-MB-231). Em contraste, Zhang e colaboradores (2019) mostraram que
o tratamento com TAN-II, um composto isolado da Salvia miltiorrhiza, inibiu a via JNK,

resultando na morte de células de cancer de ovario.

2.2.4.3 Proteinas cinases ativadas por mitdgenos p38 (P38 MAPK)

A p38 MAPK (Cinase Proteica Ativada por Mitdgeno) é uma serina/treonina cinase que
faz parte da familia das MAPKs. Possui quatro isoformas principais: p38a, p38, p38y e p389.
Enquanto a p38a (MAPK14) é amplamente expressa em praticamente todos os tipos celulares,
as demais isoformas apresentam distribuicdo mais especifica (Corre; Paris, 2017, Canovas;
Nebreda, 2020).

As isoformas desta proteina séo ativadas em resposta a uma variedade de estresses
ambientais, como a liberacdo de citocinas inflamatdrias como a interleucina-1 (IL-1) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a). Além destes, sdo ativadas em condigdes de estresse oxidativo
associadas a exposicdo a radiacdo UV, situacdes hipoxicas e episédios de isquemia (Garcia-
hernandez et al., 2021) (Figura 8).
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Figura 8 Via de sinalizacdo das Proteinas Cinases Ativadas por Mitogenos p38 (p38 MAPK)
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Legenda: A via de sinalizacdo da p38 MAPK ¢é ativada por estresse oxidativo, citocinas, TNF-a, fatores de
crescimento e radiacdo UV. Apds a ativacdo de receptores ha membrana, quinases iniciadoras (como ASK1/2,
TAK1, MLK2/3) fosforilam MKK3, MKK4 e MKKG6, que ativam as isoformas da p38 (a, B, v, 8). A p38 ativada
regula fatores de transcricdo (como ATF2, p53, CREB e NF-kB) e proteinas citoplasmaticas (como MK2,
MSKZ1/2), influenciando processos como inflamacao, proliferacdo, apoptose e senescéncia celular, além de ativar
HSP27 (proteina de choque térmico 27 kDa), importante na resposta ao estresse celular.

Fonte: Adaptado de Pua et al., (2022).

Nesse contexto, a ativacdo dessa via inicia quando proteinas da familia Rho GTPase,
(Rac e Cdc42), que atuam a montante da cascata de sinalizagdo, s&o ativadas. Estas proteinas
ativam as MAPKKKs (MAP3Ks), como MEKK3, MEKK4 e TAK1 (cinase 1 ativada por
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TGFP) e ASK1 (cinase 1 reguladora do sinal de apoptose), que, por sua vez, ativam as
MAPKKs (MAP2Ks) MKK3 e MKKG®, estas duas fosforilam os residuos Thr180 e Tyr182 da
p38 MAPK, tornando-a ativa. Além desta, existe uma via de ativacéo nao candnica, que ocorre
em células T. Nessa via, a p38 MAPK ¢ ativada pela fosforilacdo no residuo Tyr323 mediada
pela ZAP70 (proteina cinase associada a cadeia { da célula T) (De nicola et al., 2013; Garcia-
hernandez et al., 2021).

No céncer, a via p38 MAPK exerce influéncia sobre diversos aspectos. Ela esta
envolvida na regulacdo da inflamacdo crénica, a qual favorece a sobrevivéncia das células
tumorais, angiogénese, invasdo celular e metastase. A p38 MAPK também atua sobre a
expressdo de mediadores inflamatdrios, como proteases e citocinas, que facilitam o
desenvolvimento e a progressao tumoral. Além disso, no microambiente tumoral (TME), a p38
MAPK impacta as interacdes entre células normais e imunes, moléculas como citocinas e
quimiocinas, e a matriz extracelular, que sustenta e contribui para a complexidade do TME
(Barker et al., 2015; Roche et al., 2020; Garcia-hernandez et al., 2021).

A via p38 MAPK exerce um efeito dual no tratamento do cancer de mama,
influenciando tanto a resisténcia ao tratamento quanto a eficacia dos quimioterapicos. De um
lado, a p38 MAPK contribui para a resisténcia a varios agentes, como a cisplatina, ao promover
a sobrevivéncia das células tumorais. Por outro lado, a inibicdo dessa via tem demonstrado
potencial para aumentar a eficicia de quimioterapias convencionais, como 5-fluorouracil (5-
FU) e irinotecano (lgea; Nebreda, 2015), além de reduzir a resisténcia ao tamoxifeno ao
interferir na atividade do VEGF (Lee; Rauch; Kolch, 2020). A p38 MAPK também desempenha
papel na resposta a medicamentos genotoxicos, como a doxorrubicina, induzindo a senescéncia
das células estromais associadas ao tumor, oferecendo uma estratégia promissora para
potencializar o tratamento do cancer (Bent; Gilbert.; Hemann, 2016).

Nesse contexto, estudos recentes tém demonstrado que tanto compostos naturais quanto
sintéticos exercem efeitos antitumorais por meio da ativagdo da via de sinalizacdo p38 MAPK.
Zhang e colaboradores (2019) investigaram o efeito da lobaplatina em células de
adenocarcinoma pulmonar A549 e encontraram que a inducdo de apoptose nessas células é
mediada pelo estresse oxidativo e pela ativacdo da via p38 MAPK. De maneira analoga, Kim e
colaboradores (2015) mostraram que a berberina induz apoptose em células de cancer oral (KB)
através da ativacao desta mesma via.

Assim, a regulacdo da via p38 MAPK destaca-se como uma abordagem potencialmente

eficaz no desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer.
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2.2.5 Fator nuclear kappa B (NF-KB) e o cancer

A familia NF-xB ¢ composta por cinco fatores de transcri¢do distintos que formam
dimeros homologos ou heterélogos: c-Rel, RelA (p65), RelB, NF-kB1 (p105/p50) e NF-kB2
(p100/p52). Estes fatores séo essenciais na regulacdo de processos celulares como inflamagéo,
sobrevivéncia celular e resposta imune, desempenhando papeis criticos em diversas patologias,
incluindo cancer e doencas inflamatorias (Han et al., 2023).

A ativacdo da sinalizacdo do NF-kB ocorre através de duas rotas: a via candnica ¢ a via
ndo candnica, cada uma ativada por diferentes estimulos e conduzindo a ativagdo de conjuntos
distintos de genes. O complexo de proteinas cinases IKKs, que inclui as subunidades IKKo
(IKK1), IKKB (IKK2) e IKKy (NEMO), desempenha papel central na mediagdo dessas vias
(Cheng et al., 2023; Mussbacher et al., 2023).

A primeira, a mais estudada, pode ser ativada por citocinas pro-inflamatérias, fatores de
crescimento e componentes microbianos, bem como pela ativacdo de receptores como o do
receptor do fator de necrose tumoral a (TNFR), dos receptores de interleucina-1 (IL-1R) e dos
receptores Toll-like (TLR), e depende da participagdo essencial de IKKp (Shih; Wang; Yang,
2015; Kim et al., 2022).

Quando ativada, IKKf} fosforila a proteina kB, formado pelas subunidade IKKa, IKKf3
e pelo modulador essencial de NF-kB (NEMO/IKKY), que normalmente mantém o NF-kB
inativo no citoplasma. Uma vez fosforilada, a IkB ¢ ubiquitinada e degradada pelo proteassoma,
liberando 0 NF-xB para translocar-se ao nucleo. No nucleo, 0 NF-kB se liga a regides
especificas do DNA, ativando a transcricdo de genes relacionados a inflamacdo, sobrevivéncia
celular e respostas imunes (Xu; Lei, 2021; Mussbacher et al., 2023).

Por outro lado, na via ndo candnica, 0 evento-chave é o processamento da proteina
precursora pl100, em vez da degradagdo de IxBa. Essa via responde a estimulos especificos,
como ligantes para receptores TNF, incluindo o receptor 3 da linfotoxina (LTBR), CD40, o fator
de ativacdo de células B (BAFF) e o receptor ativador de NF-kB (RANK). A ativagdo desses
receptores leva & degradagdo do TRAF3 (fator associado ao receptor TNF 3), que normalmente
estabiliza a cinase NIK. A reducdo do TRAF3 permite a estabilizagéo e ativacdo de NIK, que,
junto com IKKa, fosforila p100. A p100 ¢ entdo ubiquitinada e processada para gerar pS2, que
se associa com RelB para formar o heterodimero p52/RelB. Esse complexo transloca para o
nacleo e ativa a transcricdo de genes especificos (Grondona et al., 2018; Zhang et al., 2019)
(Figura 9).
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Figura 9 Vias mediadas por NF-xB
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Legenda: NF-«xB atua por duas vias principais: canonica e ndo candnica. Na via candnica, a ligacdo do TNFa ao
TNFR-1 recruta TRADD, TRAF2 e RIP, formando um complexo que ativa IKK. IKKp fosforila e degrada IkBa,
liberando o complexo p65-p50 para translocar ao ndcleo e ativar genes de NF-kB. Na via ndo candnica, a ligagdo
de ligantes ao CD40 recruta TRAF2 e TRAF3, que ativam NIK. NIK fosforila e ativa IKKa, resultando na
conversdo de p100 em p52. O p52-RelB transloca para o nucleo e ativa a transcri¢do de genes regulados por NF-
«B.

Fonte: Adaptado de Pavitra et al. (2023).

A desregulacdo das vias de sinalizacdo do NF-«kB esta associada a condigdes patologicas
como inflamacdo cronica, doengas autoimunes e neoplasias malignas (Zhang et al., 2021).
Evidéncias recentes indicam uma correlagéo entre processos inflamatorios e o desenvolvimento
do cancer (Hanahan, 2022). No contexto oncoldgico, a via de sinalizacdo NF-kB desempenha
papel fundamental na progressdo tumoral ao promover a transcri¢cdo de genes envolvidos em
processos criticos, como a proliferacdo celular e a resisténcia a apoptose, a invasao tecidual, a
formacdo de metéstases e a angiogénese (Deka; Li, 2023).

NF-kB ¢ um fator de transcricdo que conecta a inflamagao ao cancer, desempenhando

um papel fundamental na tumorigénese do cancer de mama e na resisténcia a terapia endocrina.
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Em tipos agressivos de cancer de mama, como os inflamatdrios e o cancer de mama triplo-
negativo (TNBC), foi relatado uma superexpresséo de NF-«B e alteragdes como mutagdes em
p53, que modificam a interacdo entre p53 e NF-xB, modulando sua atividade transcricional e
contribuindo para a progressao tumoral (Liu et al., 2017; Finlay-schultz et al., 2020; Pavitra et
al., 2023).

A ativacdo de NF-«xB neste cancer pode ocorrer como resultado da superexpressao de
EGFR e Her2, que ativam NF-kB via PI3K/Akt. Além disso, mutagdes em p53 também
favorecem a ativacdo de NF-xB, facilitando a angiogénese (Divella et al., 2009). NF-kB regula
a expressdo do fator de transcricdo FOXC1, importante para o cancer de mama basal. Dessa
forma, a inibicdo da via EGFR-NF-kB surge como uma estratégia promissora para o tratamento
de diversos tipos de cancer (Jin et al., 2014; Chung et al., 2017).

Entretanto, apesar de o efeito pro-tumoral da via NF-kB ser amplamente documentado,
alguns estudos indicam que a citotoxicidade de determinados farmacos antitumorais pode
depender da ativacdo dessa via. Por exemplo, Riganti e colaboradores (2008) demonstraram
que a ativacdo da via NF-kB pela sinvastatina potencializa a citotoxicidade da doxorrubicina
em células malignas da linhagem HT-29, um modelo de céancer colorretal. Esses achados
sugerem que a via NF-kB pode representar um alvo promissor para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas direcionadas ao tratamento do cancer.

2.3 Cancer de mama: caracteristicas gerais e tratamento

O cancer de mama € resultante da multiplicacdo desordenada de células malignas
originadas das glandulas mamarias. E o tipo mais frequentemente diagnosticado entre as
mulheres, com cerca de 2,3 milhdes de novos casos e mais de 685.000 mortes registradas no
ano de 2020 (Sung et al., 2021). Sua incidéncia esta associada tanto a fatores genéticos quanto
a fatores ndo genéticos, como exposicao a radiacdo, estilo de vida, densidade mamografica e
influéncia de hormdnios femininos (Chamorro et al., 2021; INCA, 2022).

A apresentacdo patologica do cancer de mama é heterogénea, resultante da intersecdo
entre alteraces genémicas, expressdo génica e comunicacdo com o ambiente tumoral. Esses
aspectos influenciam coletivamente o comportamento clinico e a resposta ao tratamento. Para
entender melhor este cancer e escolher a estratégia terapéutica mais adequada, realiza-se a

categorizacdo com base na presenca ou auséncia de receptores hormonais, caracteristicas
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moleculares, histolégicas e capacidade de disseminacdo (Schultz., 2012; Prat et al., 2014
Tarantino et al, 2020; Nolan, Lindeman, Visvader, 2023).

Nesse sentido, de acordo com a classificacdo por receptores, ele pode ser subdividido
em trés categorias principais: aqueles que expressam receptores hormonais, como o receptor de
estrogénio (ER+) ou progesterona (PR+); aqueles que apresentam o receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2+); e o cncer de mama triplo-negativo, que ndo exibe
nenhum desses receptores. Ademais, este ultimo, é classificado em subtipos adicionais, como
basal-like 1 (BL-1), basal-like 2 (BL-2), imunomodulatério (IM), mesenquimal (M),
semelhante a células-tronco mesenquimais (MSL) e receptor de andrdgeno luminal (LAR)
(Tarantino et al, 2020; Nolan, Lindeman, Visvader, 2023).

Na classificacdo molecular o cancer de mama é agrupado em cinco categorias: Lumial
A (ER+PR+) apresentando melhor prognostico devido a alta expressdo de genes lumiais;
Lumial B (ER+) que, apesar de expressar o receptor de estrogénio, apresenta uma menor
expressdo de genes lumiais e maior proliferacdo, resultando em um prognéstico mais
desfavoravel em relacdo ao anterior; HER2-enriquecido (HER2-E), que possui o gene HER2
amplificado; Basal-like, altamente proliferativo e frequentemente triplo negativo. Finalmente,
Claudina-baixo, geralmente triplo-negativo e com menor sensibilidade a quimioterapia. Este
tipo de classificacdo baseia-se na expressdo de genes lumiais, como o ESR1 (receptor de
estrogénio), GATA3, XBP1 e FOXAIL, cuja presenca estd associada a tumores menos
agressivos e resposta mais favoravel a terapias hormonais (Schultz., 2012; Prat et al., 2014;
Thennavan et al., 2021).

A classificacdo histoldgica dos canceres de mama é baseada no padréo de crescimento
das células tumorais. O mais prevalente é o carcinoma ductal invasivo do tipo ndo especial
(IDC-NST), responsavel por aproximadamente 70% a 80% dos casos de cancer invasivo de
mama. O carcinoma lobular invasivo (CLI) é o segundo mais comum, representando cerca de
10% dos canceres invasivos. Além desses, existem outros tipos histolégicos menos frequentes,
como carcinomas mucinosos, cribiformes, micropapilares, papilares, tubulares, medulares,
metaplasicos e apdcrinos (Tsang; Tse, 2019).

J& com base na capacidade de disseminacdo, o cancer de mama pode ser in situ, quando
esté localizado, ndo se expandiu para tecidos adjacentes, a exemplo do carcinoma ductal in situ
(CDI); Invasivo, quando se espalha para além do ducto mamario ou lobulo, podendo atingir
outros tecidos, sendo o carcinoma ductal invasivo (IDC) e o carcinoma lobular invasivo (CLI)

0s principais dessa classe. O IDC é o tipo mais comum, representando cerca de 60%—75% dos
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casos, e comega nas células dos ductos de leite, podendo se espalhar para tecidos proximos e
outras partes do corpo (Nolan, Lindeman, Visvader. 2023).

No cancer de mama, mutagdes genéticas e alteracGes epigenéticas desempenham papeis
essenciais na progressao da doenca, assim, genes frequentemente mutados, como BRCAL,
BRCAZ2 e HER2, impactam vias cruciais de reparo do DNA e sinalizacdo de crescimento celular
(Coelho et al., 2018; De talhouet et al., 2020). Dessa forma, entender esses mecanismos pode
revelar novos alvos terapéuticos, e promover abordagens terapéuticas mais eficazes (Nolan,
Lindeman, Visvader, 2023).

De modo geral, o tratamento do cancer pode envolver abordagens farmacoldgicas e nao
farmacoldgicas,a depender do local da doenca, do estado de salde do paciente e das
caracteristicas do tumor (Niculescu; Grumezescu, 2022). As estratégias terapéuticas mais
comuns incluem terapias locais, como cirurgia e radioterapia; e terapias sistémicas, como
terapia alvo, imunoterapia e quimioterapia (Wang et al., 2023). Esses métodos podem ser
aplicados isoladamente ou combinados, dependendo do estagio do cancer, da capacidade de
infiltracdo e da resposta do paciente (Tomazelli, 2017; Sousa, 2019; Goethals; Rosa et al.,
2022).

A radioterapia € um método terapéutico que utiliza radiacdo ionizante, geralmente na
forma de radiacdo eletromagnética, para penetrar nos tecidos e eliminar células cancerigenas,
blogueando sua capacidade de se multiplicar. No contexto do cancer de mama, ela é comumente
usada como tratamento adjuvante ap6s a mastectomia (Kaur; Bhardwaj; Gupta, 2023). Além
disso, também pode ser empregada para cuidados paliativos em situacfes de metastases e como
terapia neoadjuvante quando outras formas de tratamento ndo sao eficazes (Kerr et al., 2022).

A terapia alvo e imunoterapia tém se destacado em pesquisas recentes por serem
direcionadas especificamente a alvos moleculares, diferenciando-se da quimioterapia, ao
interferir nas vias que controlam o crescimento e a sobrevivéncia das células tumorais. Entre 0s
principais farmacos estdo os inibidores da tirosina quinase (TKIs) e os anticorpos monoclonais
(mADbs), como lapatinibe, neratinibe, trastuzumabe e pertuzumabe, que sdo direcionados aos
receptores HER2 no cancer de mama. Adicionalmente, os inibidores de angiogénese, que atuam
sobre o VEGF ou seu receptor, como bevacizumabe, desempenham um papel crucial na
prevencdo da formacdo de novos vasos sanguineos que alimentam o tumor (Cascetta, 2021,
Zerdan et al., 2021; Matthews, 2022).

A quimioterapia é uma das principais op¢0es terapéuticas no tratamento de Vvarios tipos

de céncer, incluindo o de mama. Esses medicamentos atuam principalmente sobre células de
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rapida proliferacdo, como as cancerosas, mas também podem afetar tecidos saudaveis, e
ocasionar efeitos toxicos. Entre os principais quimioterdpicos estdo os agentes alquilantes, 0s
antimetabolitos e os produtos naturais, como o0s alcaloides da vinca e 0s taxanos, que alteram a
dindmica dos microtubulos, inibem a divisdo celular e promovem a apoptose (Bailly; Thuru;
Quesnel, 2020). No quadro 1 estdo representados os principais quimioterapicos utilizados no

tratamento do cancer de mama e os principais efeitos adversos associados.

Quadro 1 Classes de quimioterapicos para cancer de mama: exemplos de fAirmacos e efeitos

adversos comuns

Classe Quimioterapicos Principais efeitos adversos
Mielossupressao, mucosite, neuropatia

Taxanos Paclitaxel, docetaxel periférica, neurotoxicidade

Doxorrubicina, epirrubicina, Mielossupressao, cardiotoxicidade,
Antraciclinas Doxorrubicina lipossomal alopecia, mucosite, hepatotoxicidade
Mielossupressao, nausea, vomito,
Agentes de Cisplatina, carboplatina ototoxicidade, neuropatia motora e
platina sensitiva, alopecia

Mielossupressao, trombocitopenia,

Antimetabolitos | Gencitabina, Capecitabina, alopecia, hepatotoxicidade,
metotrexato, fluorouracil nefrotoxicidade, neurotoxicidade

Legenda: principais classes de quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer de mama, incluindo exemplos
de farmacos em cada classe e seus respectivos efeitos adversos mais comuns.
Fonte: Bruton e Hilal-Dandan (2018, p. 1476)

Embora a quimioterapia seja, na maioria dos casos, o tratamento de escolha para
tumores, esta frequentemente associada a efeitos toxicos significativos e ao desenvolvimento
de resisténcia. Entre os agentes quimioterdpicos, destaca-se a doxorrubicina, amplamente
utilizada na terapia contra neoplasias mamarias. No entanto, seu uso esta associado a uma série
de efeitos adversos graves, especialmente cardiotoxicidade, além de ulceragBes e necroses nos
locais de administracdo. Esses efeitos adversos podem resultar em danos teciduais irreversiveis,
impactando diretamente o prognaostico e, em alguns casos, levando a necessidade de interrupcéo
do tratamento. Dessa forma, a busca por terapias mais especificas e menos toxicas tem se
intensificado, com o objetivo de minimizar os danos colaterais e melhorar a qualidade de vida

dos pacientes durante o tratamento (Xie; Chen; Fang, 2020).
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2.4 Produtos Naturais no cancer

Os produtos naturais destacam-se como uma fonte valiosa no desenvolvimento de
farmacos, dada sua vasta diversidade de metabdlitos bioativos. Nos ultimos anos, esses
compostos tém sido amplamente investigados na busca por terapias mais seletivas e eficazes
no tratamento de neoplasias malignas (Sairazi, sirajudeen, 2020; Wilson et al., 2020)

A utilizacdo de compostos naturais no desenvolvimento de quimioterapicos tém sido
amplamente explorada devido ao potencial terapéutico de certas espécies vegetais. Atualmente,
cerca de 60% dos medicamentos utilizados em ensaios clinicos para tratamento do cancer sdo
de origem natural, ressaltando a importancia da biodiversidade vegetal no avango das terapias
oncologicas (Vieira et al., 2020).

Entre os compostos derivados de plantas mais utilizados destacam-se 0s taxanos,
alcaloides da vinca, podofilotoxinas e camptotecinas, extraidos de espécies como Taxus
brevifolia, Catharanthus roseus, Podophyllum peltatum e Camptotheca acuminata. Esses
agentes antineoplasicos agem por meio da interferéncia em processos celulares essenciais,
como a divisao celular e a sintese de DNA, promovendo a apoptose em células tumorais (Chu;
Rubin, 2018).

O paclitaxel e o docetaxel, derivados da Taxus brevifolia, por exemplo, s&do amplamente
utilizados em tratamentos de cancer de mama, ovario e pulmdo. Eles agem estabilizando os
microtUbulos celulares, o que impede a divisao celular e induz a apoptose, sendo administrados
frequentemente em combinacdo com outros agentes quimioterapicos para maximizar a eficacia
terapéutica (Thurston, 2006).

Os alcaloides da vinca, como vincristina e vimblastina, extraidos de Catharanthus
roseus, sdo indicados para o tratamento de linfomas, leucemias e cancer de mama. Esses
compostos inibem a formacdo dos microtlbulos, interferindo na divisdo celular durante a
mitose, o que leva a morte das células cancerigenas (Schneider et al., 2017).

A podofilotoxina, obtida de Podophyllum peltatum, e seus derivados semissintéticos,
como o etoposideo e o teniposideo, sdo utilizados em terapias para cancer de pulmado e testiculo.
Eles atuam inibindo a enzima topoisomerase Il, essencial para a manutencdo da estrutura do
DNA, causando quebras na molécula e, consequentemente, a morte celular (Kusz, 2016).

Por fim, a camptotecina e seus derivados, como irinotecano e topotecano, extraidos de

Camptotheca acuminata, também sdo usados no tratamento de canceres de pulméo, ovario e
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célon. Esses compostos inibem a topoisomerase |, prejudicando a replicacdo do DNA e levando
as células tumorais & apoptose (Zhao et al., 2017).

A investigacdo de quimioterdpicos derivados de produtos naturais € uma area
promissora essencial para o avanco das terapias contra o cancer, sustentado pela riqueza de
metabdlitos bioativos que as plantas e outros organismos oferecem (Vieira et al., 2020).
Compostos como paclitaxel, vincristina, podofilotoxina e camptotecina sdo exemplos de
agentes que, por meio de mecanismos especificos, atuam diretamente nas células tumorais,
promovendo sua morte programada (Chu; Rubin, 2018).

Os metabdlitos bioativos ndo apenas ampliam as possibilidades terapéuticas, mas
também permitem o desenvolvimento de farmacos com perfis de toxicidade diferenciados,
muitas vezes mais toleraveis aos pacientes (Thurston, 2006; Schneider et al., 2017). Nesse
contexto, a continuidade da pesquisa focada em compostos naturais como fontes de
quimioterapicos é fundamental para identificar novos alvos moleculares e explorar
combinagdes terapéuticas que maximizem a eficacia e seguranca dos tratamentos oncoldgicos
(Kusz, 2016; Zhao et al., 2017).

2.4.1 Solanum jabrense e seu potencial farmacoldgico

As plantas da familia Solanaceae sdo ricas em diversos compostos biologicamente
ativos, como os alcaloides, que destacam-se por sua bioatividade e importancia farmacolégica.
Por exemplo, a atropina, encontrada na beladona (Atropa belladonna L.), atua como um
antagonista dos receptores muscarinicos, enquanto a nicotina, presente no tabaco (Nicotiana
tabacum L.), funciona como um agonista dos receptores nicotinicos de acetilcolina (Winkiel,
Chowanski; Stocinska, 2022), ambas pertencentes a mesma familia.

Nesse sentido, o género Solanum L., o maior da familia Solanaceae, inclui mais de duas
mil espéecies de plantas ricas em metabdlitos secundarios, que sdo amplamente estudados devido
a sua atividade farmacologica significativa. Até 0 momento, cerca de 17 espécies de Solanum
demonstraram propriedades antitumorais, observadas tanto em extratos brutos quanto em
compostos isolados, exibindo efeitos citotoxicos sobre diversas linhagens de cancer, incluindo
mama, pulméo e figado (Kaunda; Zhang, 2019).

No Brasil, o género Solanum é amplamente representado, com cerca de 350 espécies
distribuidas por todo o pais. No Nordeste, aproximadamente 80 dessas espécies sdo utilizadas

na medicina popular (Simdes et al., 2016). Entre as espécies medicinais de Solanum, j& foram
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identificados cerca de 670 constituintes quimicos isolados, dos quais 63 sdo alcaloides
esteroidais e 31 outros tipos de alcaloides, como os glicoalcaloides, que desempenham um papel
central em suas propriedades terapéuticas (Kaunda; Zhang, 2019).

Nesse cenario, a espécie Solanum jabrense Agra & M. Nee, (Figura 10) pertencente a
familia Solanaceae e ao género Solanum L., destaca-se por ser uma planta endémica do Brasil.
Sua distribuicéo € restrita ao Nordeste, ocorrendo nos estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco
e Bahia, especificamente em areas de brejos de altitude, como o Pico do Jabre; Serra de Jabitaca
e Serra Branca (De fatima agra; Nee, 1997; Agra, 2009; CNCFlora, 2012).

Figura 10 Solanum jabrense Agra & M. Nee

Fonte: INATURALIST. Solanum jabrense: Observacdes (2024); Solanaceae source (2024)

Pesquisas anteriores revelaram que S. jabrense é rica em metabolitos secundarios, como
flavonoides naturais e glicoalcaloides. Estes ultimos sdo metabdlitos secundarios que resultam
da combinacdo de aclcares com alcaloides esteroides. Esses compostos possuem caracteristicas
anfifilicas, consistindo em uma cadeia de carboidratos hidrofilica unida a posi¢do 3-OH, além
de uma parte aglicona, que apresenta uma estrutura de colastano com 27 carbonos e um atomo
de nitrogénio no anel. A solamargina (Figura 11), é um glicoalcaloide encontrado em diversas
espécies do género Solanum L., incluindo a Solanum jabrense, e é composta por um aglicon
denominado solasodina (Milner et al., 2011).
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Figura 11 Estrutura quimica do glicoalcaloide Solamargina
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A solamargina (SM) tem demonstrado propriedades anticancerigenas notaveis em
diferentes tipos de céncer. Em células de cancer de mama humano Bcap-37, SM induziu
apoptose e despolarizacdo mitocondrial, além de aumentar a expressdo de Bax e caspase 3, ao
mesmo tempo em que regula negativamente Bcl-2 e Bel-xL (Li et al., 2016). Em comparacéo
com a cicloheximida, SM exibiu maior citotoxicidade em células de cancer de mama MCF-7 e
MDA-MB-231 (Akter et al., 2015). Em adigdo, demonstrou efeitos citotoxicos contra
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231), cancer de pulmdo (A549), carcinoma
hepatocelular (Hep3B) e cancer de prostata (PC3) (Tai et al., 2018). Por fim, esse glicoalcaloide
também suprime o crescimento de células de melanoma humano (WM239 e WM115),
promovendo a permeabilizacdo lisossomal (Al et al., 2017).

Além destes compostos, foi demonstrado que flavonoides como retusina, que
demonstrou atividade na inibi¢&o da proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP), bem
como outros compostos bioativos, como ombuina, 3,7,8,4'-tetra-O-metilgossipetina, 3,7,8,3',4'-
penta-O-metilgossipetina e 3-O-metilquercetina (Silva; Carvalho; Braz-filho, 2009; Pick et al.,
2011; Kaunda; Zhang, 2019) estdo presentes nessa espécie. Ainda, a solasodina, um alcaloide
esteroidal encontrado nos frutos da planta, demonstrou atividades farmacoldgicas, como
antifangica, anti-inflamatéria e anticancerigena, especialmente contra osteosarcoma e células
leucémicas, além de induzir apoptose em modelos in vitro (Patel; Singh; Patel, 2013; Hameed
etal., 2017).

Em sintese, o género Solanum L. tem se destacado na busca por novas fontes naturais
de medicamentos anticancerigenos, e a espécie S. jabrense, destaca-se como um ativo pouco

explorado nesse contexto. Embora S. Jabrense tenha mostrado promissora atividade bioativa,
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até o momento ndo existem estudos farmacoldgicos robustos acerca de seu potencial citotoxico
e antitumoral de forma sistematica, o que destaca a necessidade de investigacdo mais profunda
sobre os efeitos terapéuticos dessa planta.

Portanto, este estudo investigou o potencial efeito antitumoral do extrato hidroalcéolico
das partes aéreas da S. Jabrense (ESJ), bem como da fragdo alcaloide desse extrato (FSJ) e a

Solamargina (SM) em linhagens celulares tumorais e ndo tumorais humanas.

57



Objetivos



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral in vitro de Solanum jabrense Agra & Nee

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense (ESJ) e fracdo
alcaloidica do extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense (FSJ) em diferentes
linhagens de células tumorais humanas (MCF-7, MDA-MB-231, PC-3, SK-MEL-28);

e Auvaliar a citotoxicidade do ESJ e FSJ em células ndo tumorais humanas (HEK-293 e
MCF-10A):

e Determinar o indice de seletividade (IS) de ESJ e FSJ e comparar com a droga padréo
doxorrubicina;

¢ Investigar o efeito do FSJ sobre a progressao do ciclo celular em células MCF-7;

e Avaliar o tipo de morte celular induzido pelo FSJ em células MCF-7;

e Investigar o efeito do FSJ sobre o estado redox celular em células MCF-7;

e Auvaliar os efeitos de FSJ em modelo de cultura celular tridimensional (3D);

e Avaliar o efeito do composto majoritario do FSJ sobre a viabilidade celular de células
MCF-7;

e Determinar os valores de energia de ligacdo e os encaixes 2D e 3D entre 0 composto
majoritario do FSJ e as estruturas cristalograficas das Proteinas Caspases, MAPKSs, e

IKKp em modelo in silico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

Os ensaios envolvendo o cultivo celular e citotoxicidade foram conduzidos no
Laboratdrio de Oncofarmacologia (OncoFar), localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos
e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)/ Jodo Pessoa, PB,
Brasil.

Os procedimentos de microscopia confocal e citometria de fluxo foram realizados nos
laboratérios de Biofotdnica (CBiotec/UFPB) e no Laboratério de Farmacologia Cardiovascular
(IPeFarM/UFPB), respectivamente. Os estudos de docagem molecular foram realizados no

Laboratério de Quimioinformatica do IPeFarM.

4.2. Material

4.2.1 Substancias e reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM)
(Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); soro bovino fetal (SBF) (GIBCO®, Grand
Island, New York, EUA); solucdo fosfato tamponada (PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA); dimetilsulfoxido (DMSQO) (Dindmica®, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil);
tripsina 0,25% com é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (GIBCO®, Grand Island, New
York, EUA); azul de tripan (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2 il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA);
N acetilcisteina (NAC) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); dodecil sulfato de sodio
(SDS) (Exodo Cientifica®, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil); doxorrubicina (Sigma Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA); solucéo estabilizada de penicilina (100 Ul/mL) - estreptomicina (100
pug/mL) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); iodeto de propidio (Thermo Fisher®,
Rochester, New York, EUA); anexina V-FITC (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA);
RNAse (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); cloreto de sddio (NaCl) (GIBCO®,
Grand Island, New York, EUA); cloreto de potassio (KCI) (GIBCO®, Grand Island, New York,
EUA); cloreto de célcio (CaCl2) (GIBCO®, Grand lIsland, New York, EUA); sulfato de
magnésio (MgS04) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); sulfato de sddio (Na2SO4)
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(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA); cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona
(CCCP) (Sigma Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA); Hoechst 34580 (Invitrogen®, Waltham,
Massachusetts, EUA) e cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3’ 60
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA). As

drogas e as solugdes reagentes foram preparadas imediatamente antes do uso.

4.2.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: centrifuga Rotina 380R (Hettich®, North Rhine-
Westphalia, Alemanha), microscopio invertido Nikon eclipse TS100 (Olympus®, Tdquio,
Japdo), balanca analitica eletronica SHI-AUW220D (Shimadzu®, Sdo Paulo, Brasil), cabina de
fluxo de ar laminar vertical Aeolus V (Telstar®, Sao Paulo, Brasil), incubadora de CO, MCO-
18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japdo), leitor de multideteccdo Synergy HT (BioTek®,
Vermont, EUA), autoclave vertical linha CS-A (Prismatec®, Séo Paulo, Brasil), estufa de
secagem (DelLeo® equipamentos laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil), citdmetro de fluxo
FacsCanto Il (Becton Dickinson®, New Jersey, EUA), microscopio confocal de varredura a
laser (Leica®, Hesse, Alemanha), banho 70 maria AQUAIline (LAUDA®, S&o Paulo, Brasil),
geladeira DFN49 (Eletrolux®, Parand, Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-
Wirttemberg, Alemanha).

4.2.3 Material botanico

O material botanico, partes aéreas (folhas e galhos), foi coletado na cidade de Matureia,
Paraiba, Brasil, e identificado pela Professora Dra. Maria de Fatima Agra (CBiotec, UFPB). O
codigo de acesso do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (Sisgen) pode ser verificado sob 0 nimero: AD609FD. Uma parte desse
material foi utilizada para a producdo de uma exsicata, que serd depositada no Herbario Lauro
Pires Xavier (JPB), localizado na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Anexos 1).

4.2.4 Linhagens celulares

As linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios de citotoxicidade foram: MCF-7

(adenocarcinoma mamario humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario humano triplo
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negativo), SK-MEL-28 (melanoma humano), PC-3 (cancer de préstata humano). Dentre as
células ndo tumorais humanas, foram utilizadas as linhagens HEK-293 (rim embrionério
humano) e MCF-10A (epitélio glandular mamario imortalizado) (Quadro 2). Todas as
linhagens celulares utilizadas no estudo foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ, Brasil).

Quadro 2 - Linhagens celulares e suas caracteristicas

Linhagem Origem Tecido Tipo celular Doenca Tumoral
celular
Humano Glandular Epitelial  Adenocarcin Sim
MCF-7 mamario oma
PC-3 Humano Prostata Epitelial  Adenocarcin Sim
oma Grau IV
MCF-10A Humano Glandular Epitelial ~ Fibrocistica Né&o
mamario
Humano Rim Epitelial
HEK-293 embrionario - Né&o
MDA-MB- Humano Glandular Epitelial  Adenocarcin Sim
231 mamario oma
Melanoma
SK-MEL-28 Humano Pele Melanoma maligno Sim

Legenda: A tabela apresenta linhagens de células tumorais e ndo tumorais humanas, identificando a linhagem
celular, a origem das células, o tecido, tipo celular, doenca e classificacdo tumoral. As linhagens incluem MCF-7
(adenocarcinoma mamario), PC-3 (préstata), SK-MEL-28 (melanoma), MDA-MB-231 (adenocarcinoma
mamario), MCF-10A (glandula mamaria imortalizada) e HEK-293 (rim embrionario). Os meios de cultura
utilizados variam entre DMEM e RPMI, de acordo com as necessidades de cada linhagem.

Fonte: Elaborado pela autora

4.3 Métodos
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4.3.1 Obtencao dos extratos e composto majoritario da solanum jabrense

O extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense (ESJ), a fracdo alcaloidica do extrato
hidroalcodlico de Solanum jabrense (FSJ) e a solamargina (SM) foram gentilmente cedidos e
caracterizados pelo Prof. Dr. Josean Fechine Tavares e pela Me. Anauara Lima e Silva. As
analises fitoquimicas foram realizadas no Laboratdrio Multiusuario de Caracterizagdo e
Analises (LMCA/UFPB).

4.3.1.1 Preparo das amostras

Antes da realizacdo dos procedimentos experimentais, 0 ESJ e FSJ foram pesados (1
mg) e diluidos em 10 puL de DMSO (100%) para obtencdo de uma solucéo inicial a 100.000
pg/mL. A partir da solucdo inicial foram preparadas diluicdes para a obtengéo das diferentes
concentragOes dos extratos e posterior tratamento das células. A quantidade de DMSO por poco
ndo ultrapassou a concentracdo de 0,5%, e a solucéo foi utilizada imediatamente ap0s o preparo.
A solamargina foi armazenada sob refrigeracédo a -20°C, protegida da luz, em forma de solucéo-
mé&e em alta concentracdo (40 mM), a partir da qual foram preparadas dilui¢fes para obtencédo
das diferentes concentragdes de tratamento, de modo que a quantidade de DMSO por poco
também ndo ultrapassou 0,5%.

4.3.2 Cultivo celular

As linhagens celulares foram cultivadas nos meios Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) (MCF-7, MDA-MB-231, HEK-293, e SK-MEL-28) ou Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI) (HCT-116 e PC-3) suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF) e 1% de penicilina e estreptomicina a 37 °C, 5% de CO2. As células foram
manipuladas em fluxo laminar e mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de CO. a 5%. O
crescimento celular foi acompanhado a cada 24h e, ao atingirem 80% de confluéncia, foi
realizado o repique celular. Para isso, foram adicionados 2 mL de solugéo de tripsina, durante
5 minutos, para o deslocamento da monocamada das células aderentes da parede do frasco.
Apos esse periodo, foi adicionado meio suplementado com SBF, na mesma propor¢do de
tripsina, para interromper sua acdo. As células foram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e

ressuspensas em meio suplementado para a contagem em camara de Neubauer. A viabilidade
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celular foi avaliada usando o corante azul de tripan e a concentracdo celular ajustada para 1 x
10° células/mL, considerando-se um valor minimo de 90% de viabilidade.

4.3.3 Triagem e avaliacdo da citotoxicidade do ESJ em linhagens de células tumorais

humanas

A citotoxicidade do ESJ foi avaliada em linhagens de adenocarcinoma mamario humano
e em células tumorais e ndo tumorais, utilizando o ensaio de MTT, que € um sal amarelo que
atravessa as membranas celulares. Em células vidveis, ele é convertido em cristais de formazan,
roxos e insollveis, que podem ser quantificados por espectrofotometria, de modo que a
densidade Optica obtida é proporcional ao numero de células viaveis (Mosmann, 1983; Duarte
et al., 2022).

Para a triagem, a fim de avaliar se a ESJ apresentava efeitos citotoxicos em células
tumorais, foram utilizadas as linhagens de células humanas MCF-7 (adenocarcinoma mamario),
MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario), PC-3 (cancer de prostata) e SK-MEL-28
(melanoma), que foram mantidas em estufa a 37°C, conforme descrito no item 4.3.2.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3 x 10°
células/mL (SK-MEL-28, PC-3 e MDA-MB-231), 2 x 10° células/mL (MCF-7) (100 pL por
poco). Apos 24h, foram adicionados 100 uL da solucéo de ESJ (200 pg/mL)

Apbs o periodo de incubacdo de 72 h, retirou-se 110 pL do sobrenadante, e foi
adicionado a solucdo de MTT (5 mg/mL) em seguida, a placa foi incubada por mais 4 h (37 °C,
5% de CO>). O formazan depositado foi dissolvido com 100 uL. de uma solugéo de SDS 0,1%
(p/v) e HCI (0,037%) e as densidades Opticas foram medidas usando um leitor de microplacas

em A =570 nm.

4.3.4 Avaliacao da citotoxicidade de ESJ e FSJ em linhagens de adenocarcinoma mamario

e ndo tumorais humanas

Para este ensaio, as linhagens de células humanas MCF-7 e MDA-MB-231, ambas de
adenocarcinoma mamario, e as linhagens ndo tumorais HEK-293 (rim embrionéario) e MCF-
10A (glandular mamario imortalizado), foram mantidas sob condi¢des descritas no item 4.3.2.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 2 x 10°
células/mL (MCF-7 e MDA-MB-231) ou 3 x 10° células/mL (HEK-293 e MCF-10A) (100 puL
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por poco). Apds 24 h, foram adicionados 100 pL da solugdo de ESJ ou FSJ (0,4, 4, 40, 80, 200
e 400 pg/mL) e doxorrubicina (DXR) (20 uM) dissolvidos em DMSO (0,5%). Ap0s incubacao
por 24, 48 ou 72 h, as placas foram centrifugadas (500 x g, 24 °C, 5 min) e 110 pL do
sobrenadante foi descartado e a solugdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e incubada por mais
4 h (37 °C, 5% de CO2). O formazan depositado foi dissolvido com SDS/HCI (100 uL)
(Mosmann, 1983) e as densidades Opticas foram medidas usando um leitor de microplacas em

A =570 nm. Para cada linhagem celular, foram realizados trés experimentos em triplicata.

4.3.4.1 Determinacdo do indice de seletividade do ESJ e FSJ e comparacao com a droga
padrao

Para avaliar a seletividade dos extratos hidroalcodlicos de Solanum jabrense (ESJ), de
sua fracdo alcaloidica (FSJ), e da droga padrdo utilizada, doxorrubicina, foi determinada a
concentracdo inibitoria de 50% (Clso) da viabilidade celular para cada um nas linhagens
celulares testadas. A Clsp, uma medida comumente utilizada em estudos de citotoxicidade,
representa a concentracdo necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular em comparacéo
com o controle (Oliveira et al., 2015; Pilon et al., 2020; Duarte et al., 2022). Para determinar a
Clso, as células das linhagens MCF-7 (tumoral), HEK-293 e MCF-10A (ndo tumorais) foram
tratadas com diferentes concentracdes dos extratos ou doxorrubicina. Apds o periodo de
incubacdo, a viabilidade celular foi quantificada por meio do ensaio de MTT, conforme descrito
no item 4.3.4, para um periodo de incubacao de 48h e os dados de viabilidade foram plotados
em graficos de concentragdo-resposta, permitindo o célculo da Clsp a partir de analise de
regressdo ndo-linear.

O indice de seletividade é uma medida importante para indicar a seletividade de um
composto para células tumorais, sendo um parametro essencial para avaliar seu potencial como
agente terapéutico seguro e especifico. De acordo com estudos prévios, valores de IS superiores
a 2 indicam uma boa seletividade para células tumorais (Muhamad; Plengsuriyakarn; Na
Bangchang, 2018). O indice de seletividade (IS) foi calculado com base na relagéo entre a Clso

obtida para as células ndo tumorais e a Clso para as celulas tumorais, conforme equacao abaixo:

Clso da linhagem celular ndo tumoral
IS=

Clso da linhagem celular tumoral
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4.3.5 Investigacdo dos mecanismos de ag¢éo antitumoral in vitro da FSJ

Para uma caracterizacdo mais detalhada do efeito antitumoral do FSJ, foram conduzidos
ensaios para investigar os possiveis mecanismos de acdo da fracdo alcaloidica do extrato
hidroalcodlico da Solanum jabrense (FSJ) na linhagem de adenocarcinoma mamario humano
MCEF-7.

4.3.5.1 Avaliacéo do efeito do FSJ sobre a progresséo do ciclo celular

Para avaliar o efeito do FSJ na progressdo do ciclo celular, células MCF-7 foram
marcadas com iodeto de propideo (IP) e analisadas por citometria de fluxo. A intensidade de
fluorescéncia emitida pelo IP ligado ao DNA permite a quantificacdo do DNA nas células em
cada fase do ciclo celular (Jayat; Ratinaud, 1993).

Assim, as células MCF-7 foram plaqueadas (1 x 10° células/mL) em placas de 24 pogos
e incubadas com o FSJ nas concentragdes de 35 ou 17 pug/mL (correspondentes a Clso e metade,
respectivamente) ou DXR (4 uM, correspondente a Clso) por 48 h. Apds o periodo de
incubacdo, as células foram coletadas e centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas
em PBS, fixadas cuidadosamente com etanol 70% previamente gelado, em agitador, e
congeladas (-20 °C) até a analise. No momento da analise, as células foram recuperadas por
centrifugacgéo (400 x g, 10 min, 4 °C), lavadas em PBS e Triton X-100 (0,1%), incubadas com
RNase (0,1 mg/mL) e IP (0,05 mg/mL), no escuro (25 °C, 30 minutos). Em seguida, a leitura
foi realizada em citdmetro de fluxo, adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. Foi determinado o
percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular, bem como células subdiploides (sub-
G1). Os dados foram obtidos com o software FACSDiva 6.0 (BD, EUA). Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata (Sousa et al., 2024).

4.3.5.2 Investigacéo do tipo de morte celular induzida pelo FSJ
a) Analise nuclear por coloragdo com Hoechst
O Hoechst é um corante fluorescente que é permeavel a membrana celular e se liga

especificamente ao DNA, emitindo coloracdo azul. Esse corante € utilizado para identificar

alteracdes nucleares caracteristicas de células apoptoticas, como a condensacgdo da cromatina e
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a fragmentacdo do DNA (Kabakov e Gabai, 2017; Medeiros, 2021). Para este ensaio, as células
da linhagem MCF-7 foram plaqueadas (1 x 10°) em placas de 24 pogos e incubadas por 24 h
em estufa de CO, 5% a 37°C. Apds o periodo de incubacéo, foram tratadas com o FSJ (35 ou
17 pg/mL, correspondendo a Clso e a metade, respectivamente), e doxorrubicina (4 pM), e
incubadas novamente, por um periodo de 48h. Ap6s o periodo de tratamento, as células foram
coletadas e centrifugadas (500 x g, 25°C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e marcadas com 20
puL de Hoechst (10 pg/mL). Em seguida foram incubadas por 20 minutos, em temperatura
ambiente e protegidas da luz. As células marcadas foram entédo observadas sob um microscopio
confocal de varredura a laser (Sousa et al., 2023). A andlise dos resultados foi realizada
utilizando o software ImageJ (NIH, EUA) e a porcentagem da intensidade de fluorescéncia foi
obtida pela normalizacdo dos dados, considerando a média do controle como 100%. Foram

realizados trés experimentos independentes em duplicata.

B) Avaliacéo do tipo de morte celular por dupla coloragcdo com laranja de acridina e
iodeto de propideo (LA/IP)

Células da linhagem MCF-7 foram plaqueadas (1 x 10°) em placas de 24 pogos e
incubadas por 24 h em estufa de CO2 5% a 37°C. Ap6s o periodo de incubacédo, foram tratadas
com o FSJ (35 ou 17 pg/mL), e doxorrubicina (4 uM), e incubadas novamente, por um periodo
de 48 h. Apds o periodo de tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas (500 x g,
25°C, 5 minutos), ressuspensas em PBS e marcadas com 20 pL de uma solucéo contendo laranja
de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP). As células coradas foram entdo observadas sob um
microscopio confocal de varredura a laser (Sousa et al., 2023). Para analise foram considerados
0s seguintes pontos: células viaveis apresentavam nucleo verde claro e estrutura intacta; células
em apoptose precoce tinham ndcleo verde brilhante com cromatina condensada; células em
apoptose tardia exibiam areas densas alaranjadas (coradas em verde e vermelho) de
condensacdo da cromatina e formacdo de bolsas apoptéticas (blebs) na membrana; células
necroticas ou mortas eram coradas apenas em vermelho (Robbins, Marcus, 1963; Renviosé et

al., 1998; Tan et al., 2018). Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.
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c) Marcagdo da Anexina V e lodeto de propideo para investigacao da apoptose celular

Para avaliar se a via de morte por apoptose esta envolvida no efeito de FSJ em células
MCEF-7, foi realizado um ensaio de marcacdo com anexina V conjugada ao isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e iodeto de propideo (IP). As células MCF-7 foram plaqueadas (1 x 10°
células/mL) em placas de 24 pocos e incubadas com FSJ (35 ou 17 pg/mL) ou DXR (4 UM,
correspondente a Clso), por 48 horas. Apos esse periodo, as células foram coletadas e
centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos) e ressuspensas em tampéao de ligacdo. Em seguida,
foram marcadas com anexina V-FITC e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos, no
escuro. Apos a incubacdo, as células foram lavadas com tampéo de ligacdo, centrifugadas (500
x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em tampéao de ligacdo e marcadas com IP (20 pg/mL). A
leitura foi entdo realizada em citémetro de fluxo adquirindo-se 10.000 eventos/amostra, usando
detectores de fluorescéncia vermelha (IP, 325/488 nm) e verde (FITC, 493/525 nm),
adquirindo-se 10.000 eventos por amostra. Os dados foram obtidos com o software FlowJo
(BD, EUA), foram realizados trés experimentos independentes em duplicata (Sousa et al.,
2023).

d) Determinagéo do potencial de membrana mitocondrial por coloragdo com JC-1

Em células saudaveis, o corante JC-1 acumula-se na matriz mitocondrial e forma
oligdbmeros (agregados) resultando na emissdo de fluorescéncia vermelha (590 nm). Por outro
lado, em situacBes de despolarizacdo, que levam a diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial, como ocorre em células apoptéticas, o JC-1 se apresenta na forma de mondémeros,
emitindo fluorescéncia verde (529 nm). Assim, a alteracdo no potencial da membrana
mitocondrial é refletida pela transicdo da fluorescéncia do vermelho para o verde (Sivandzade;
Bhalerao; Cucullo, 2019). Para esta anlise, as células MCF-7 foram plaqueadas (1 x 10°) em
placas de 24 pocos e incubadas por 24 h em estufa de CO2 5% a 37°C. Apds o periodo de
incubacdo, foram tratadas com o FSJ (35 ou 17 pg/mL, correspondendo a Clso e a metade,
respectivamente), e CCCP (50 pg/mL), e incubadas novamente, por um periodo de 48h. Apds
0 periodo de tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas (500 x g, 25°C, 5 minutos),
ressuspensas em PBS e marcadas com 20 pL de uma solugédo contendo JC-1 (2,5 pM). Em
seguida, foram incubadas por vinte minutos, a uma temperatura ambiente e protegidas da luz.

As células marcadas foram entdo observadas sob um microscépio confocal de varredura a laser.
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A anélise dos resultados foi realizada utilizando o software ImageJ e a porcentagem da
intensidade de fluorescéncia foi obtida pela normalizagdo dos dados, considerando a média do

controle como 100%. Foram realizados trés experimentos independentes em duplicata.

4.3.5.3 Avaliacéo do envolvimento da via de ROS no efeito de FSJ

Para avaliar o envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ROS) no efeito citotdxico
do FSJ, as células MCF-7 foram pré-tratadas com N-acetilcisteina (NAC), uma molécula
antioxidante que atua neutralizando ROS, bem como servindo de precursora para a sintese de
glutationa (Di Marco; Foti; Corsico, 2022). Para isto, as células MCF-7 foram cultivadas em
placas de 96 pocos a uma densidade de 1 x 10° células/mL. Apds 24 h, as células foram
incubadas na presenca ou auséncia da NAC (10 uM) por mais 3 h. Ao final deste periodo, as
células foram tratadas com 35 ou 17 pg/mL do FSJ (correspondentes a Clso e a metade,
respectivamente) ou 4 uM de DXR (correspondente a Clso) dissolvidos em DMSO a 0,5%.
Apbs incubacdo por 48 h, o sobrenadante foi descartado e a solucdo de MTT (5 mg/mL) foi
adicionada e incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS overnight
(Mosmann, 1983) e as densidades dpticas foram medidas usando um leitor de microplacas em
570 nm e usadas para determinar a viabilidade celular (%). Foram realizados trés experimentos

independentes em triplicata.

4.3.5.4 Avaliacéo do efeito do FSJ em modelo de cultura celular 3D (esferoides)

Neste ensaio foram depositadas gotas contendo 25 ul de uma suspenséo celular, a uma
concentracio de 6 x 10* células/ml, na tampa de placas de petri estéril. Em seguida, a tampa foi
invertida sobre as placas, permitindo o acimulo de células na interface liquido/ar. As placas
foram incubadas por trés dias em estufa a 5% de CO> e 37 °C, para a formacéo dos esferoides.
Apbs o periodo de incubacéo, os esferoides foram transferidos para uma placa de 24 pogos, um
esferoide por poco, e a placa foi incubada por quarenta minutos em estufa de CO2 5% a 37°C,
a fim de garantir a adesdo do esferoide a placa (Hamilton; Rath, 2018; Coelho, 2020). Ao
término da incubagdo, adicionou-se 500 pl de solugéo contendo meio e FSJ (35 e 70 pg/mL).
Como controle positivo foi utilizado uma solugdo de meio contendo o dimetilsulfoxido
(DMSO) a 20%.
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Para este ensaio, dois pardmetros foram analisados: o tamanho (didmetro) dos esferoides
e o raio de migracgdo celular, nos tempos 0 e 48 h ap0s exposicdo aos tratamentos. As analises
foram realizadas a partir de imagens obtidas em microscopio invertido com o programa ZEN 2
Pro (versdo 2.0.0.0). Os dados foram analisados utilizando o software Image J. Os valores foram
expressos em porcentagem (%), considerando a média do controle como 100%. Ao todo, foram
realizados trés experimentos independentes em duplicata.

4.3.5.5 Avaliacéo da citotoxicidade de Solamargina sobre células MCF-7

A partir de estudos de analise fitoquimica realizada no LMCA (dados ndo publicados),
foi demonstrado que o constituinte majoritario do ESJ trata-se do alcaloide Solamargina (SM)
(Anexo 3). Dessa forma, o presente estudo propds-se a investigar se SM estaria relacionado
com o efeito citotdxico de FSJ em células MCF-7. Para tanto, realizou-se o ensaio de MTT, no
qual as células da linhagem MCF-7 foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade
de 2 x 10° células/mL. Apds 24 h, foram adicionados 100 pL da solugio de solamargina (100-
50- 25- 12,5- 6,25- 3,12 e 1.56 uM) dissolvida em DMSO (0,5%). Ap0s incubacdo por 48h as
placas foram centrifugadas (500 x g, 24 °C, 5 min) e 110 pL do sobrenadante foi descartado,
por fim, a solucdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e incubada por mais 4 h (37 °C, 5% de
COz2). O formazan depositado foi dissolvido com SDS/HCI (100 uL) (Mosmann, 1983) e as
densidades Opticas foram medidas usando um leitor de microplacas em A = 570 nm. Para cada

linhagem celular, foram realizados trés experimentos em triplicata.

4.3.5.6 Estudos in silico por docagem molecular

A molécula solamargina foi modelada utilizando o software MarvinSketch v.23.14
(Chemaxon, Hungria), o qual foi utilizado para desenhar, exibir e caracterizar estruturas
quimicas, subestruturas e reacdes. A otimizacao foi realizada com o método semi-empirico
MMFF implementado no Spartan '14' (Wavefunction, Japdo). A estrutura cristalografica de oito
alvos envolvidos na apoptose foi obtida do Banco de Dados de Proteinas (RCSB PDB, EUA)
(Tabela 1). Para analisar a interacdo da solamargina com esses alvos, foram utilizados ligantes

co-cristalizados com as enzimas selecionadas.
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Tabela 1 Alvos e ligantes utilizados no docking molecular

Alvo PDB ID Resolucéo Ligante
Caspase 3 1RHK 2.50 A PRD_000231
Caspase 7 8DGZ 2.80 A PRD_000422
Caspase 8 1QTN 1.20 A Ac-IETD-aldehyde

INK1 2G01 3.50 A 73Q

p38a MAPK 7BDO 270 A TBK
ERK2 6SLG 1.33A LHZ
IKKp 4KIK 2.83A KSA_700

Legenda: Alvos moleculares, identificadores do Protein Data Bank (PDB) e seus respectivos ligantes co-
cristalizados, utilizados no estudo de docagem molecular para a analise das interagdes da solamargina com
proteinas envolvidas na apoptose.

Fonte: Elaborado pela autora

O software Molegro Virtual Docker 6.0 foi utilizado para realizar o docking molecular.
Todas as moléculas de agua e cofatores foram excluidos do espago de trabalho. Antes do
docking molecular, foi realizado um passo de “redocking” para avaliar a precisdo e
confiabilidade dos resultados, sendo calculado o Desvio Quadratico Médio (RMSD). O RMSD
¢ uma etapa crucial para verificar se o algoritmo foi capaz de gerar a pose correta, e valores <
2 A sfo considerados aceitaveis.

A simulacdo foi conduzida utilizando os parametros padrdo. A funcdo MolDock Score
foi utilizada para avaliar as poses dos ligantes, considerando contribuicdes de energia interna,
ligacGes de hidrogénio e energia torsional. Vinte execuc¢des independentes de docking foram
realizadas usando o algoritmo MolDock SE, e as cinco melhores poses foram retidas. Uma
grade com raio de 15 A e resolucdo de 0,30 A foi gerada, centrada nas posicdes dos ligantes
cristalograficos nas proteinas selecionadas. As poses resultantes foram subsequentemente

analisadas usando o Discovery Studio Visualizer.
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4.4 Andlises estatisticas

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism versao 8.0.2
(Graphpad Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os dados foram apresentados como média +
erro padrdo da média (EPM) ou média + desvio padrdo da média (DPM). Para a comparacao
dos grupos, aplicou-se a Analise de Variancia (ANOVA) one-way, ou two-way, seguida do
teste de Tukey e Dunnett, considerando o grau de significancia quando p < 0,05. As
concentracgdes inibitorias de 50% da viabilidade celular (Clsp) e seus intervalos de confianca de

95% (IC 95%) foram determinadas por meio de regressdo ndo-linear.
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5. RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade do ESJ sobre celulas tumorais humanas: triagem inicial

O tratamento com o0 ESJ (200 ug/mL) reduziu a viabilidade celular em todas as linhagens
testadas, com variagOes na resposta dependendo da linhagem celular (Tabela 2). A linhagem de
adenocarcinoma mamario, MCF-7, apresentou maior efeito citotdxico, com uma maior reducéo
de viabilidade celular (10,90% =+ 0,21), seguida pela MDA-MB-231 (13,40% + 0,15), e PC-3
(13,40% =+ 0,33), enquanto a linhagem SK-MEL-28 apresentou a menor reducdo de viabilidade
celular (42,31% + 1,35). Diante desses resultados, as linhagens de adenocarcinoma mamario
(MCF-7) e adenocarcinoma mamario triplo negativo (MDA-MB-231) foram escolhidas para

dar continuidade aos experimentos de citotoxicidade.

Tabela 2 Viabilidade celular (%) das linhagens tratadas com o ESJ (200 pg/mL) ap6s 72 horas

de incubacao

Linhagens celulares
Grupos Testes

MCF-7 MDA-MB-231 PC-3 SK-MEL-28

Controle 99,96% =+ 5,20 99,98%= 4,68 99,97% + 0,93 100% + 0,65

ESJ 10,90% + 0,21 13,40% + 0,15 13,40% £+ 0,3 42,31% + 1,3

DMSO 9,70% * 0,34 12,18% + 1,19 7,01% * 0,36 8,55% + 0,45

Legenda: Médias e desvios padrdes foram calculados a partir de um Unico experimento. A viabilidade celular foi
expressa como porcentagem em relacdo ao grupo controle negativo (sem tratamento). As linhagens celulares
testadas incluiram MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario triplo negativo), MCF-7 (adenocarcinoma mamaério),
PC-3 (carcinoma de prostata) e SK-MEL-28 (melanoma).

Fonte: Elaborado pela autora
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5.2 Citotoxicidade do ESJ em linhagens de adenocarcinoma mamario (MCF-7 e MDA-
MB-231) e rim embrionério humano (HEK-293) ap6s 24, 48 e 72h de tratamento

Foi empregado o0 ensaio de MTT para avaliar o efeito citotoxico do extrato
hidroalcodlico de Solanum jabrense nas linhagens de adenocarcinoma mamario MCF-7 e
MDA-MB-231, bem como na linhagem de células ndo tumorais HEK-293 (células de rim
embrionario humano), utilizando concentracGes de 0,4; 4; 40; 80; 200 e 400 pg/mL, em
periodos de incubacdo de 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular foi avaliada em comparacédo
ao grupo controle negativo (sem tratamento) e ao grupo controle positivo doxorrubicina (DXR)
20 pM.

Os resultados, expressos nos graficos que mostram a porcentagem de viabilidade celular
em funcdo das diferentes concentracdes de tratamento para cada linhagem (Figura 12),
indicaram reducdo do tipo concentracdo-dependente da viabilidade em ambas as linhagens
tumorais MCF-7 (Figura 12 a-c) e MDA-MB-231 (Figura 12 d-f) em comparag&o a linhagem
ndo tumoral, HEK-293 (Figura 12 g-i). As concentracdes mais altas resultaram em uma
diminuicdo mais acentuada da viabilidade celular nas linhagens tumorais, especialmente no
periodo de 72h.

76



Figura 12 Citotoxicidade ESJ em linhagem de células de adenocarcinoma mamario, MCF-7 e
MDA-MB-231, ou rim embrionério humano, HEK, ap6s 24, 48 e 72h de tratamento
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Legenda: Graficos de viabilidade celular para as linhagens de células de adenocarcinoma mamario MCF-7 e
MDA-MB-231 e de células renais ndo tumorais HEK-293. As figuras (a-c) representam a viabilidade celular da
linhagem MCF-7 ap6s 24h (a), 48h (b) e 72h (c) de tratamento com o ESJ; as figuras (d-f) mostram a viabilidade
celular para a linhagem MDA-MB-231 ap6s 24h (d), 48h (e) e 72h () de tratamento; e as figuras (g-i) ilustram a
viabilidade celular da linhagem HEK-293 apds 24h (g), 48h (h) e 72h (i) de tratamento. Em cada gréfico, é
apresentada a porcentagem de viabilidade celular em funcdo das concentragdes do extrato (0,4; 4; 40; 80; 200
pg/mL) apos os periodos de incubacdo. Os dados séo expressos como média * erro padrdo da média (EPM) de
trés experimentos independentes realizados em triplicata, analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one-way,
seguida do teste de Dunnett.

Fonte: elaborado pela autora

Na Tabela 3 estdo compilados os valores de Clso e IS obtidos durante os ensaios de

citotoxicidade com ESJ.
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Tabela 3 Valores de CI50 e indices de seletividade do extrato hidroalcdolico de Solanum

jabrense (ESJ) para as linhagens celulares MCF-7, MDA-MB-231 ¢ HEK

Linhagem Clso (ng/ml) indice de seletividade
celular

24 h 48 h 72 h 24h 48h 72h

MDA-MB-231 | 4544+0,09 35,64+0,07 20,96+0,15 2,68 2,18 271

MCEF-7 87,03+0,05 27,72+0,02 2391+0,03 139 2,83 241

HEK-293 121,80 £ 0,05 78,56+0,80 57,54 +£0,06 - - -
Legenda: Valores de Clsp (concentracdo inibitoria de 50%) e indice de seletividade para cada linhagem celular

(MCF-7, adenocarcinoma mamario; MDA-MB-231, adenocarcinoma mamario triplo negativo; e HEK, células de
rim embrionario humano) apds os periodos de incubagdo de 24h, 48h e 72h. Os indices de seletividade foram
calculados com base nos valores de Clsg da linhagem ndo tumoral (HEK) em relacéo as linhagens tumorais.

Fonte: elaborado pela autora

O tratamento com o extrato hidroalcéolico de Solanum jabrense (ESJ) induziu maior
seletividade para as células tumorais da linhagem MCF-7 no periodo de 48 horas, apresentando
um indice de seletividade (IS) de 2,83 (Tabela 3). Assim, essa linhagem foi escolhida para dar

continuidade as investigagdes, agora com a fracdo alcaloide do extrato (FSJ).

5.2.1 Citotoxicidade da FSJ em linhagem celular de adenocarcinoma mamario (MCF-7),
rim embrionario humano (HEK) e tecido glandular mamario (MCF-10A) apos 48h de
tratamento.

Os resultados estdo apresentados nos graficos a), b) e ¢) da Figura 13, que evidenciaram
uma reducdo dependente de concentracdo sobre a viabilidade celular de células MCF-7,
enquanto as linhagens ndo tumorais MCF-10A e HEK apresentaram menor reducdo na
viabilidade celular. O FSJ induziu reducéo significativa da viabilidade a partir de 4 pg/mL
(85,62 £ 0,03, p > 0,05) enquanto que nenhuma reducéo significativa foi observada na linhagem
HEK-293 em todas as concentracdes testadas (p > 0,05). Apos incubacéo das células MCF-
10A, foi necessaria uma concentracdo 10x maior de FSJ (40 pug/mL) para que a viabilidade
celular fosse reduzida significativamente (67,62 + 3,37), entretanto, sem atingir citotoxicidade

maxima na maior concentracdo testada 200 pug/mL (51,43 + 3,71). Doxorrubicina foi utilizada
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como controle positivo, e reduziu a viabilidade para 46,35 + 1,50 (p > 0,05) conforme esperado
(Figura 13).

Figura 13 Citotoxicidade da fracdo alcaloide do extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense
(FSJ) em célula tumoral MCF-7 e ndo tumorais HEK e MCF-10A
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a) Gréfico de viabilidade celular para células MCF-7 em fung¢do das diferentes concentragfes de tratamento com
0 FSJ (0,4; 4; 40; 80; 200 pg/mL) apds 48 horas de incubagdo. b) Gréafico de viabilidade celular para células HEK
em funcéo das diferentes concentragdes de tratamento com o FSJ (0,4; 4; 40; 80; 200 pg/mL) apés 48 horas de
incubacdo. c) Gréfico de viabilidade celular para células MCF-10A em funcdo das diferentes concentragdes de
tratamento com o FSJ (0,4; 4; 40; 80; 200 pg/mL) apds 48 horas de incubagdo. A doxorrubicina (DXR) a 20 uM
foi utilizada como controle positivo em todos 0s experimentos. Os dados estdo expressos como média £ EPM de
trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) one-way
seguido do teste de Dunnett.

Fonte: elaborado pela autora

Os valores de Clsg obtidos foram: 35,50 + 0,10 pg/mL para MCF-7, 168,9 + 0,11 pug/mL
para MCF-10A e 527, 54 + 0,30 pug/mL para HEK-293. Esses dados indicam que a fracdo
alcaloide do extrato possui uma atividade citotdxica significativa nas células tumorais MCF-7
e uma menor atividade nas linhagens ndo tumorais MCF-10A e HEK-293. A comparacéo entre
as linhagens tumorais e ndo tumorais permite avaliar a seletividade do FSJ, destacando seu
potencial para terapias direcionadas. Os valores de Clso foram utilizados para calcular o indice
de seletividade do FSJ para a célula tumoral MCF-7, em relacéo as celulas ndo tumorais HEK-
293 e MCF-10A e estdo expressos na Tabela 4.

5.3 Curvas de concentragdo da doxorrubicina (DXR) em células tumorais de

adenocarcinoma mamario (MCF-7) e ndo tumorais de tecido glandular mamario (MCF-

10A) apo6s um periodo de tratamento de 48 h
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Foi realizada uma curva de concentracdo da doxorrubicina (DXR) utilizando o ensaio
de MTT para avaliar sua seletividade em células MCF-7 (adenocarcinoma mamario) em
comparacdo com celulas ndo tumorais MCF-10A (tecido glandular mamario), no periodo de
incubacdo de 48 horas, que foi o0 mais eficaz para o extrato FSJ.

As concentragdes testadas da doxorrubicina foram: 0,31; 0,62; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM.
Os resultados apresentados nos gréficos a) e b) da Figura 14, evidenciaram uma reducéo
dependente de concentracdo sobre a viabilidade celular de células MCF-7, e da linhagem néo
tumoral (MCF-10A). Nas células MCF-7, a doxorrubicina induziu reducéo significativa da
viabilidade celular a partir da menor concentracdo testada, 0,31 uM (81,45 + 1,05, p > 0,05), e
essa reducdo foi mais acentuada para a linhagem nédo tumoral (MCF-10A), também na menor

concentracao utilizada (61,94 + 1,40, p > 0,05), conforme mostra a Figura 14.

Figura 14 Citotoxicidade da doxorrubicina em células MCF-7 e MCF-10A apds um periodo

de 48 horas de tratamento
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Legenda: a) Gréafico de porcentagem de viabilidade celular de células MCF-7 em fungdo das diferentes
concentracfes de doxorrubicina (DXR) ap6s 48 horas de tratamento. b) Gréafico de porcentagem de viabilidade
celular de células MCF-10A em fungdo das diferentes concentragdes de doxorrubicina (DXR) apds 48 horas de
tratamento. Os dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em
triplicata analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Dunnett.

Fonte: elaborado pela autora

A viabilidade celular foi avaliada para determinar a Clsg em cada linhagem. Os
resultados mostraram que a Clso da doxorrubicina foi de 4,1 + 0,92 pM/mL para MCF-7e 1,5 +
0,48 uM/mL para MCF-10A. Com base nesses valores, calculou-se o indice de seletividade da

doxorrubicina. Os dados indicam que a doxorrubicina apresentou maior seletividade para a
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linhagem MCF-10A, com uma Clso menor em células ndo tumorais comparado as células
tumorais MCF-7 (Tabela 4).

Tabela 4 Valores de CI50 e indices de seletividade do FSJ e doxorrubicina (DXR) para as
linhagens celulares MCF-7, MCF-10A e HEK

Linhagem Clso Indice de seletividade
celular FSJ DXR FSJ DXR
MCF-10A 168.9+0.11 1.5+0.48 4,8 0,36
MCF-7 35,50+0,10 4,1 £0,92 - -
HEK-293 527,54 +0,30 - 15 -

Legenda: Valores de CI50 (concentracdo inibitoria 50%) e indices de seletividade para o FSJ e doxorrubicina
(DXR) nas linhagens celulares MCF-7, MCF-10A e HEK-293. O indice de seletividade foi calculado para avaliar
a seletividade do FSJ ou DXR para a linhagem tumoral MCF-7 em comparagdo com as ndo tumorais MCF-10A e
HEK-293.

Fonte: Elaborado pela autora

O tratamento com FSJ foi mais seletivo para a linhagem tumoral MCF-7, sendo essa
seletividade de 15x, quando calculada em relacdo a linhagem nédo tumoral HEK-293, e
aproximadamente 5x quando calculada em relacdo a ndo tumoral de tecido glandular mamario,
MCF-10A. Em contrapartida, a doxorrubicina, droga padrao utilizada, apresentou um indice de
seletividade inferior a 1 (1S:0,36), sendo menos seletiva para a linhagem tumoral em relacédo a

ndo tumoral MCF-10, apresentando seletividade inferior ao FSJ.

5.4 Efeito do FSJ sobre a progressao do ciclo celular

O tratamento de 48 h com o FSJ aumentou significativamente a populagéo de células
em sub-G1 (17 pg/mL.: 0,54 = 0,08%; 35 pg/mL: 0,61 = 0,07%, p < 0,05 para ambos), quando
comparado ao grupo controle (0,10 + 0,02 %), induziu aumento significativo da populacdo de
células na fase S do ciclo nos grupos tratados como 17 pug/mL e 35 pg/mL (6,64 + 0,39%; 35
pg/mL: 6,65 * 0,42%, respectivamente, com p < 0,05) em comparag¢do com o grupo controle (
4,3 £ 0,4%) (Figura 15).
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Figura 15 Efeito do FSJ na distribuicdo de células de adenocarcinoma mamario nas diferentes
fases do ciclo celular ap6s 48h de tratamento
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Legenda: Percentual de células em cada fase do ciclo celular e no pico sub-G1 ap6s 48 h de tratamento com FSJ
(17 ou 35 pg/mL). Os dados estdo expressos como média £ EPM de dois experimentos independentes realizados
em triplicata e analisados por analise de variancia (ANOVA) one-way, seguido do teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre 0s grupos experimentais para cada condicdo. < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora

5.5 Morte celular induzida pelo FSJ

5.5.1 Efeito do FSJ sobre a morfologia de células MCF-7 apos coloracdo com Hoechst

34580 por microscopia confocal

A inducdo de apoptose pela fracdo alcaloide do extrato de Solanum jabrense (FSJ) foi
analisada por coloracdo com Hoechst 34580 em células de adenocarcinoma mamario (MCF-7)
apos 48 horas de tratamento. As células foram tratadas com FSJ nas concentragdes de 17 pg/mL
e 35 pg/mL (que correspondem a metade e a Clsg, respectivamente) e a analise foi realizada por
microscopia confocal. Na figura 16 estdo representadas as imagens dos diferentes grupos
experimentais marcados com Hoechst 34580. A condensagédo da cromatina indica a indugéo de

apoptose pelo FSJ.
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Figura 16 Imagens representativas da avaliagdo da apoptose por coloragdo com Hoechst em células de
adenocarcinoma mamario incubadas com FSJ por 48 h
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Legenda: Fotomicrografias de células MCF-7 coradas com Hoechst 34580 ap6s 48 h de tratamento com FSJ (17

Hoechst

Merae

e 35 pg/mL). A coloracdo intensa indica condensacdo de cromatina e fragmentacdo nuclear, caracteristicas de
apoptose.
Fonte: Elaborado pela autora.

A intensidade de fluorescéncia, que reflete o grau de condensacdo da cromatina e

fragmentacdo nuclear caracteristica da apoptose. Os dados obtidos foram expressos em
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comparagdo com o grupo controle ndo tratado, demonstrando um aumento significativo na
intensidade de fluorescéncia nas células tratadas com o FSJ 17 pg/mL (241,4 £ 26%, p < 0,05)
e 35 pug/mL, (538,5 + 48,3%, p < 0,05) (Figura 17).

Figura 17 Inducdo de apoptose pelo FSJ analisada por coloracdo com Hoechst em células de

adenocarcinoma mamario apos 48h de tratamento
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Legenda: Percentual de células marcadas com Hoechst 34580. Os dados estdo expressos como média + EPM de
trés experimentos independentes realizados em duplicata analisados por Anélise de Varincia (ANOVA) one-way
seguido do teste de Dunnett. e as diferencas significativas em relacdo ao grupo controle sdo indicadas por p <
0,05.

Fonte: Elaborado pela autora

5.5.2 Tipo de morte celular envolvida no efeito de FSJ em células MCF-7 por coloragéo

com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP)

A Figura 18 apresenta imagens representativas dos diferentes grupos experimentais de
células MCF-7 marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP) ap0os 48 horas
de tratamento com a fracao alcaloide do extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense (FSJ) nas
concentragfes de 17 pug/mL e 35 pg/mL, além do tratamento com doxorrubicina (DXR) a 4
MM,
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Figura 18 Imagens representativas da avaliacdo da apoptose por coloracéo de laranja de acridina

(LA) e iodeto de propideo de propideo (IP) de células adenocarcinoma
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Legenda: Células MCF-7 apos 48 h de tratamento com FSJ (17 ou 35 pg/mL) ou DXR (4 uM), marcadas com
laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (PI) e observadas por microscopia confocal a laser. Em (A), as
células viaveis apresentam nucleo verde claro e uma estrutura intacta. As células apoptdticas iniciais exibem um
nacleo verde brilhante mostrando condensagdo da cromatina. As células apoptoticas tardias mostram areas
alaranjadas densas (verde/vermelho) de condensagdo da cromatina e blebs de membrana enquanto as células
necraticas apresentam nicleo vermelho. Em (B), a seta laranja indica condensagéo da cromatina; seta azul indica
blebs de membrana e seta vermelha indica fragmentagdo do DNA. Foram realizados trés experimentos
independentes em triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora
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Na Figura 19, sdo apresentados os percentuais de células MCF-7 marcadas com IP e/ou
LA, refletindo os efeitos dos tratamentos em diferentes estagios de morte celular. O tratamento
com FSJ a 35 pg/mL resultou em aumento significativo do percentual de células em apoptose
inicial (96,37 £ 6,6%, p < 0,05) e em apoptose tardia (1,91 + 5,85%, p < 0,05), sem induzir
necrose significativa (1,06 + 0,37%, p < 0,05). Da mesma forma, o FSJ a 17 pg/mL elevou
significativamente o percentual de células em apoptose inicial (87,54 + 3,8%, p < 0,05) e em
apoptose tardia (0,39 + 0,30%, p < 0,05) em comparagéo ao controle para apoptose inicial (2,38
+1,86%, p <0,05), e apoptose tardia (0,34 £ 0,2%, p < 0,05), também sem inducdo significativa
de necrose (0,49 + 0,19%, p < 0,05).

Por outro lado, a doxorrubicina (DXR) aumentou significativamente o percentual de
células em apoptose inicial (32,73 £ 1,82%, p < 0,05), apoptose tardia (54,33 *+ 5,59%, p <
0,05) e necrose (6,82 + 4,17%, p < 0,05) em relacdo ao controle. Em contraste, o tratamento

com ambas as concentracdes de FSJ ndo induziu necrose.

Figura 19 Inducéo da apoptose pelo FSJ ou doxorrubicina (DXR) analisada por coloracdo de
laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP) em células de adenocarcinoma mamario apos
48h de tratamento
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Legenda: Percentual de células coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propidio (IP). Os dados estao
expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Analise
de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferengas significativas
entre 0s grupos experimentais de cada condig&o. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora
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5.5.3 Marcacdo com anexina V-FITC e iodeto de propideo e anélise por citometria de
fluxo

Como resultado da marcacdo com anexina V-fluoresceina isotiocianato (FITC) e/ou
iodeto de propideo (IP) e andlise por citometria de fluxo foi possivel observar que, apds
tratamento de 48 h, o FSJ induziu aumento significativo do percentual de células em apoptose
inicial (anexina V-FITC+/IP-) (17 pg/mL: 16,2 + 5,4%; 35 pg/mL: 68,8% * 2,9%, p < 0,05
para ambos) e apoptose tardia/necrose, ou seja, células duplamente marcadas (anexina V-
FITC+/IP+), na concentracao de 17 pg/mL (1,83 £ 0,47%, p < 0,05) e 35 pg/mL ( 3,78 £ 0,53
%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (apoptose inicial: 0,62 £ 0,21%, apoptose
tardia/necrose: 0,45 + 0,11%, com p < 0,05). O tratamento com o FSJ aumentou
significativamente o percentual de células apoptoticas (apoptose total) nas concentracdes
utilizadas 17 pg/m (18,13 £ 5,85 %, p < 0,05) e 35 pg/mL (72,65 £ 10,16%, p < 0,05), quando
comparado ao grupo controle (1,73 + 0,32%, p < 0,05. Além disso, é possivel observar que o
controle positivo utilizado, doxorrubicina (DXR), induziu aumento significativo do nimero de
células em apoptose inicial (89,27 £ 0,26%, p < 0,05), apoptose tardia/necrose (2,64 + 0,15%,
p <0,05) e total (91,91 £ 0,38%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle sem tratamento
(Figura 20).
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Figura 20 Efeito do FSJ ou doxorrubicina (DXR) em células de adenocarcinoma mamario
MCF-7 marcadas com anexina V-fluoresceina isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de propideo

(IP) ap0s 48 h de tratamento
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Legenda: Efeito do FSJ ou da doxorrubicina (DXR) nas células de adenocarcinoma mamario (MCF-7) marcadas
com anexina V-fluoresceina isotiocianato (FITC) e/ou iodeto de propidio (IP) ap6s 48h de tratamento. (A) Dotplots
representativos obtidos por meio da andlise de citometria de fluxo. Os dotplots foram divididos em quatro
quadrantes que representam diferentes populacfes celulares: células viaveis (anexina V-FITC-/IP-, quadrante
inferior esquerdo), células em apoptose precoce (anexina V FITC+/IP-, quadrante inferior direito), células em
apoptose tardia/necrose (anexina V-FITC+/IP+, quadrante superior direito) e células mortas (anexina V-FITC-
/IP+, quadrante superior esquerdo). Um total de 10.000 eventos/amostra foram adquiridos usando detectores de
fluorescéncia vermelha (IP, 325-488 nm) e detectores de fluorescéncia verde (FITC, 493-525 nm). (B)
Porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC e/ou IP. Os dados estdo expressos como média + EPM de
dois experimentos realizados em triplicata e analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido pelo
teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre 0s grupos experimentais para cada
condigdo. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora
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5.5.4 Efeito do FSJ sobre a despolarizacdo mitocondrial apés marcagédo com JC-1

Na Figura 21, € possivel observar as imagens representativas dos grupos experimentais
de células MCF-7 coradas com JC-1, evidenciando a integridade da membrana mitocondrial
apos tratamento com a fracdo alcaloide do extrato hidroalcoolico de Solanum jabrense (FSJ)
por 48 horas nas concentragdes de 17 e 35 pg/mL, com o CCCP (50 pg/mL) como controle

positivo.

Figura 21 Imagens representativas da avaliacdo da despolarizacdo mitocondrial por coloragéo
de JC-1, em células adenocarcinoma mamario (MCF-7) incubadas com o FSJ ou CCCP por
48h

Controle FSJ 35 pg/mL CCCP 50uM

FSJ 17 pg/mL

Verde

Vermelho

Merge

Legenda: Fotomicrografias representativas de células MCF-7 coradas com o JC-1 apds tratamento com FSJ (17 e
35 pg/mL) por 48h. O controle positivo foi o CCCP (50 pg/mL). A coloragdo verde indica mitocondrias com perda
de potencial de membrana, sugerindo despolarizacdo mitocondrial, enquanto a coloragdo vermelha representa
mitocdndrias com potencial de membrana preservado. As imagens foram obtidas por microscopia confocal.

Fonte: Elaborado pela autora
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A andlise da integridade mitocondrial (Figura 22) mostra que o tratamento com FSJ
induz uma despolarizagdo significativa da membrana mitocondrial, evidenciada pelo aumento
da razdo verde/vermelho (mondmeros/agregados) em comparacdo ao grupo controle. Esse
efeito foi mais pronunciado na concentracao de 35 pg/mL de FSJ (2,78 £ 0,15, p < 0,05), sendo
mais elevado do que os valores observados no controle positivo tratado com CCCP 50 pg/mL
(1,9+0,31, p<0,05). A proporcéo de fluorescéncia verde/vermelho € uma medida do potencial
da membrana mitocondrial, e as imagens obtidas por microscopia confocal mostraram um
aumento na intensidade de fluorescéncia verde/vermelha nas células tratadas com FSJ,

indicando a inducdo de despolarizacdo mitocondrial pelo FSJ.

Figura 22 Efeito do FSJ na despolarizacdo mitocondrial de células MCF-7
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Legenda: Grafico da razdo de JC-1 (mondmeros/agregados) apos tratamento com FSJ (17 e 35
pg/mL) ou CCCP (50 pg/mL) por 48h. A despolarizacdo mitocondrial foi medida utilizando a
coloracdo JC-1, onde um aumento da razdo entre fluorescéncia verde/vermelha indica a
despolarizacdo. Os dados estdo expressos como média £ EPM, e as diferencas significativas em
relagcdo ao grupo controle séo indicadas por p < 0,05. Foram realizados trés experimentos em
triplicata.

Fonte: Elaborado pela autora

5.3 Efeito do FSJ sobre o estado redox celular
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5.6 Citotoxicidade do FSJ ou doxorrubicina (DXR) na presenca ou auséncia de N-
acetilcisteina (NAC)

Apols 48 horas de tratamento com o FSJ na auséncia de N-acetilcisteina (NAC),
observou-se reducdo significativa na viabilidade celular. As concentragdes de 17 e 35 pg/mL
de FSJ reduziram a viabilidade de 100% (controle) para 59,70 = 4,2% e 48,89 + 2,6%,
respectivamente (p < 0,05).

No entanto, o pré-tratamento com NAC (10 mM) por trés horas preveniu o efeito
citotoxico do FSJ, resultando em aumento da viabilidade celular nas concentracdes de 17
pg/mL (168,69 £ 0,05%) e 35 pg/mL (161,7 £ 0,06%). Como esperado, o0 NAC elevou a
sobrevida celular de forma semelhante a observada para a doxorrubicina (177,42 + 0,10%). Os

dados estdo expressos na Figura 23.

Figura 23 Citotoxicidade do FSJ ou doxorrubicina (DXR) na presenca ou auséncia N-

acetilcisteina (NAC) apés 48 h de tratamento

200- c
175 c
150
1251 a
100 —
75- b b b
50 S
25
01— . . . . ;

NAC (10 mM)

FSJ (17 ug)
FSJ (35 pg) - - + - : : + -
DXR (4 uM) i i ) + - ] ] +

Viabilidade celular (%)

.
,
,
+
+
+
+

]
+

1

]

1
+

1

1

Legenda: Viabilidade celular (%) ap6s 48 h de tratamento com FSJ ou DXR na presenga ou auséncia de NAC. Os
dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados
por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes denotam diferencas
significativas entre as condices. p < 0,05.

Fonte: Elaborado pela autora
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5.7 Avaliacdo do efeito citotoxico do FSJ em modelo de cultura 3D em células de
adenocarcinoma mamario (MCF-7)

5.7.1 Efeito do FSJ na migracéo celular e no tamanho dos esferoides de células MCF-7,

apos 48 h de tratamento

Na Figura 24, é possivel observar as imagens representativas dos esferoides de células
MCF-7 nos periodos de Oh e 48h, apés tratamento com o FSJ nas concentracdes

correspondentes a Clso (35 pg/mL) e duas vezes a Clso (70 pg/mL).

Figura 24 Imagens representativas dos esferoides de células MCF-7 tratados com FSJ em

diferentes concentracfes apos 0 e 48 horas de tratamento

Controle FSJ 35 pg/mL FSJ 70 pg/mL
P -

OH

48H

Legenda: Fotografias de esferoides de células MCF-7 no periodo de 0 horas (inicio do tratamento) e 48 horas ap6s
tratamento com FSJ (35 pg/mL e 70 pg/mL). As imagens ilustram a reducdo significativa na migracéo celular,
enquanto a reducdo no tamanho dos esferoides foi observada apenas na maior concentracdo (70 pg/mL).

Fonte: Elaborado pela autora

A anélise da migracéo celular ao redor dos esferoides, apos 48 horas de exposicao ao
FSJ nas concentracgdes de 35 e 70 pg/mL, demonstrou uma reducéo significativa na migracéo
celular em ambos os grupos tratados, em comparacdo com o controle (100 + 2,24%).
Especificamente, o tratamento com 35 pg/mL resultou em migracéo de 82,54 + 4,5%, enquanto
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70 pg/mL reduziu a migragdo para 67,36 £ 3,13% (p < 0,05 para ambos) (Figura 25A). Também
foi avaliado o efeito do FSJ sob a area dos esferoides tumorais. O resultado obtido mostrou
reducao significativa no tamanho médio dos esferoides apds 48 horas de tratamento com FSJ,
nas concentragdes de 35 e 70 pg/mL, quando comparado ao grupo controle (135 + 3,03%; p <
0,05). Especificamente, o tratamento com 35 pg/mL reduziu o tamanho dos esferoides para 115
* 6,3% (p < 0,05), enquanto a concentracdo de 70 pg/mL reduziu para 87,75 + 4,08% (p <
0,05). A concentracdo de 70 pg/mL reduziu significativamente o tamanho dos esferoides ao
longo do periodo de incubacdo, passando de 100 + 6,9% no tempo inicial (Oh) para 87,75 +
4,08% ap0ds 48 horas de tratamento (p < 0,05), destacando o efeito antitumoral do FSJ. Em
contraste, o grupo controle apresentou aumento no tamanho dos esferoides ao longo das 48

horas, de 99,99 + 3,6% para 135 + 3,03%, conforme representado na figura 25B.

Figura 25 Efeito do FSJ sobre a migracéo celular e o tamanho dos esferoides de células MCF-

7 apos 48 horas de tratamento
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Legenda: Grafico (A) mostrando a reducédo significativa da migracdo celular de esferoides de células MCF-7
tratados com FSJ nas concentracfes de 35 pg/MI (Clsg) e 70 ug/MI (2Xcisp). Grafico (B) indicando a reducdo
significativa no tamanho dos esferoides tratados com FSJ na concentracdo de 35 e 70 pg/mL, Os dados estdo
expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em duplicata analisados por Anélise
de Variancia (ANOVA) two-way seguido do teste de Dunnett (25A) e de Tukey (25B).

Fonte: Elaborado pela autora
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5.8 Citotoxicidade da Solamargina em células MCF-7 apds 48 h de incubagéo

As concentracdes testadas foram: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12 e 1.56 uM. A viabilidade
celular foi avaliada, resultando em uma ICso de 8,65 + 0,04 uM. Os dados obtidos mostraram
que a solamargina induziu uma diminui¢cdo da viabilidade celular em MCF-7 de maneira
dependente da concentracdo. Essa redugdo foi observada a partir da menor concentracdo
testada, 1,56 uM (83,78 £ 0,03, p > 0,05), sendo mais acentuada na concentracdo mais alta, 100
UM (4,5 + 0,00, p > 0,05 (Figura 26).

Figura 26 Citotoxicidade da solamargina em células MCF-7 apds 48 h de tratamento
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Legenda: Viabilidade celular (%) ap6s 48 h de tratamento com Solamargina. Os dados estdo expressos como
média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Anélise de Variancia
(ANOVA) one-way seguido do teste de Dunnett.

Fonte: Elaborado pela autora

5.9 Estudos in silico por docagem molecular

A tabela 6 apresenta a previsdo de docking molecular, mostrando as médias das
energias (MolDock score e Rerank score) referentes as interacdes intermoleculares entre a
Solamargina, ou ligantes disponiveis no Protein Data Bank (PDB) e as proteinas Capases 3,7 e
8, a proteina ERK1 (Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular 1), INK1 (Proteina Cinase
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N-terminal c-Jun 1), p38a MAPK (Proteina Cinase Ativada por Mitogeno p38a), e o Inibidor
da subunidade beta da cinase do fator nuclear kappa B (IKKf), juntamente com seus respectivos

valores de afinidade (p).

Tabela 5 Valores de energia de ligacao (kJ/mol) entre Solamargina ou outros ligantes ¢ a
Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular 2 (ERK?2), a Proteina Cinase N-terminal c-Jun

1 (JNK1), a Proteina Cinase Ativada por Mitogeno p38a (p38a MAPK), e o IKK]

Alvo PDB ID Ligante Moldock Score [kJ.mol-]
Solamargina -193.81

ERK?2 6SLG LHZ -162.40
Solamargina -197.96

P38a 7BDO TBK -178.19

JNK1 Solamargina -210.83

2G01 73Q -60.59

Solamargina -204.851

IKKp 4KIK KSA 700 -209.09

Legenda: Resultados de ancoramento molecular (Moldock Score) dos complexos formados entre diferentes alvos
proteicos (Caspase 3, Caspase 7, Caspase 8, INK1, P38a e ERK2, IKKp) ¢ ligantes (Solamargina, PRD_000231,
PRD_000422, Ac-IETD-aldehyde, 73Q, TBK, LHZ e KSA 700). A anélise revelou interacbes de afinidade com
os alvos listados, sendo os valores de Moldock Score representados em kJ-mol™, indicando a estabilidade do

complexo formado.

Fonte: Elaborado pela autora

As melhores orientacBes de encaixe para os ligantes com os alvos investigados podem
ser observadas nas figuras 27 a 30, nas quais as interac6es das moléculas com os residuos de
aminoacidos das proteinas alvo estdo representadas por diferentes cores, sendo: interaces do
tipo ligagbes de hidrogénio (linha tracejada em verde), interagdes hidrofobicas (linhas
tracejadas em rosa: m alquil; roxo: m-c; azul: halogénios — Br, Cl e I) e interagdes estéricas

(linhas tracejadas vermelhas: doador-doador; linhas tracejadas laranjas: 7-&nion).
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Para 0 alvo ERK2, a energia do complexo formado pela proteina e o ligante
cristalogréfico presente no PDB (LHZ) foi maior do que a do complexo formado com a
solamargina. Os escores obtidos foram —162,40 kJ.mol™ ¢ —193,81 kJ.mol™!, respectivamente.
O menor escore da solamargina em relacdo ao LHZ pode ser explicado por seu maior nimero
de interacdes pi-alquil.

No caso dos complexos formados com a ERK2 (PDB: 6SLG), as interagdes observadas
foram: interacGes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas do tipo pi-alquil. Na solamargina, as
interacdes de hidrogénio foram estabelecidas com os residuos Arg 413 (5 interacdes), Ser 411
(3 interacdes), Ser 316 (2 interagdes), Cys 360, Tyr 36 e Arg 258. As interacOes pi-alquil foram
detectadas nos residuos Trp 420 (2 interagdes), Tyr 412 (2 interagdes), Arg 413 (2 interaces),
Lys 457 e Arg 258 (Figura 27B).
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Figura 27 InteragOes moleculares entre a Solamargina ou o ligante do Protein Data Bank (PDB)
e a Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular 2 (ERK?2)
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Legenda: Interagdes moleculares em 2D entre (A) o ligante LHZ (PDB), (B) solamargina, e os residuos de
aminoacidos da proteina ERK2 (ID do PDB: 6SLG), e em 3D (D) entre a solamargina e o sitio ativo da Proteina
ERK2. Residuos: Asp (&cido aspartico), Glu (4cido glutdmico), Lys (lisina), lle (isoleucina), Thr (treonina), Met
(metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GIn (glutamina) Val (valina), Asn (asparagina), Ser
(serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina), Pro (prolina) e Phe (fenilalanina).

Fonte: Elaborado pela autora

Ao comparar os complexos formados pelos ligantes co-cristalizados obtidos do PDB e
a solamargina com as enzimas JNK1 e P38a, padrdes semelhantes emergiram. O complexo
JNK1-solamargina apresentou um MolDock score de -210,83 kJ.mol-1, significativamente
mais alto do que o valor do complexo JNK1-73Q (-60,59 kJ.mol-1). De forma similar, o
complexo P38a -solamargina exibiu um MolDock score de -197,96 kJ/mol, que foi menor (ou
seja, mais favoravel) do que o valor para o complexo P38a -TBK (-178,19 kJ.mol-1).

Esses achados indicam de forma consistente que a solamargina forma complexos mais
estaveis tanto com JNK1 quanto com P38a em comparagdo com os ligantes co-cristalizados.
Ao analisar as interacbes entre os aminoacidos, observa-se que a solamargina forma
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significativamente mais interacbes do que o 73Q, especialmente interagbes pi-alquil. Além
disso, a solamargina interage com 0s mesmos residuos de aminoacidos que o 73Q, sugerindo
uma possivel atividade em relacdo a essa proteina. Em relacdo ao ligante TBK, embora a
solamargina apresente uma menor diversidade de interacbes em comparacdo ao ligante
cristalogréfico, a maior quantidade de interacGes por liga¢des de hidrogénio pode explicar o
score mais baixo obtido pela solamargina.

No caso da JNK1 (PDB: 2G01), as interacbes moleculares dos complexos envolvem
ligacGes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas do tipo pi-alquil. Adicionalmente, foram
observadas uma interacdo de haleto e uma interagdo pi-sulfur com o residuo Met 108 no
complexo formado com o ligante 73Q (Figura 28A). Para a solamargina, foram detectadas
interacdes de hidrogénio nos seguintes residuos: Asp 112 (2 interacdes), Asn 114, Ala 113 e
Asp 169. Também ocorreram interacdes pi-alquil com os residuos: Met 108 (4 interagdes), Ala
53 (3 interagdes), Lys 55 (3 interacdes), Val 40 (2 interacGes), Leu 168 (2 interacdes), lle 86 (2
interacOes), lle 32 e Lys 153. A interacdo pi-alquil com o residuo Val 40 €é especialmente
relevante, pois esse residuo desempenha um papel importante na inibicdo da JNK1 (Figura
28B).
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Figura 28 Interagcdes moleculares entre a solamargina, ou ligante do Protein Data Bank
(PDB) e a Proteina Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1)
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Legenda: Interagcfes moleculares em 2D entre (A) ligante 73Q (PDB) (B) solamargina e os residuos de
aminoéacidos da proteina JNK1 (ID do PDB: 2G01), e em 3D (D) entre a solamargina e o sitio ativo da Proteina
JNK1. Residuos: Asp (acido aspartico), Glu (&cido glutamico), Lys (lisina), lle (isoleucina), Thr (treonina), Met
(metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GIn (glutamina) Val (valina), Asn (asparagina), Ser
(serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina), Pro (prolina) e Phe (fenilalanina).

Fonte: Elaborado pela autora
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Em relacdo a P38a (PDB: 7BDO), as interacfes observadas foram semelhantes as da
ERK2, com a adicdo de uma interacdo do tipo pi-pi stacked (linhas tracejadas em rosa escuro).
No complexo com a solamargina, foram observadas interacdes de hidrogénio com os residuos:
Asp 168 (3 interacdes), lle 84 (2 interacbes), Glu 71 (2 interacOes) e lle 166. As interacdes
hidrofébicas do tipo pi-alquil ocorreram nos residuos: Leu 74 (2 interagdes), lle 84 (2
interacdes), Phe 169, Leu 167, Arg 149, Arg 67, Met 78 e Leu 75. A interacdo pi-alquil com o
residuo Arg 67 é de particular importancia, pois esse residuo esta localizado na cavidade do
sitio ativo, desempenhando um papel crucial no mecanismo de inibicdo dessa enzima (Figura
29B).

Figura 29 Interacdes moleculares entre a Solamargina ou o ligante do Protein Data Bank (PDB)

e a Proteina Cinase Ativada por Mitdégeno p38a (p38a MAPK)
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Legenda: Interacfes moleculares em 2D entre (A) ligante TBK (PDB) (B) a solamargina e os residuos de
aminodcidos da proteina p38a MAPK (ID do PDB: 7BDO), € em 3D (D) entre a solamargina e o sitio ativo da
Proteina p38a MAPK. Residuos: Asp (acido aspartico), Glu (acido glutamico), Lys (lisina), Ile (isoleucina), Thr
(treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GIn (glutamina) Val (valina), Asn
(asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina), Pro (prolina) e Phe (fenilalanina).
Fonte: Elaborado pela autora
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No complexo da IKKp (PDB: 4KIK), Observou-se a presenca de interacdes
hidrofébicas (linhas tracejadas em rosa), ligagdes de hidrogénio (linhas tracejadas em verde),
interacOes de hidrogénio (linhas tracejadas em azul) e interacOes estéricas (linhas tracejadas em
vermelho). Adicionalmente uma interacdo pi-enxofre presente no complexo com o composto
KSA 700, que envolve o residuo Met 96 (Figura 30A). No caso da solamargina, as interacdes
estéricas ocorreram com 0s seguintes residuos: lle 165 (3 interacdes), Asp 166 (2 interagdes),
Ala 42 (2 interagdes), Tyr 98 e Asn 28. As interacOes de hidrogénio foram estabelecidas com
os residuos Asp 103 (3 interagdes), GIn 100 (2 interacdes), Cys 99, Glu 97, Lys 44 e Gly 102.
As interac@es do tipo pi-alquil envolveram os residuos Val 29 (2 interacGes), Leu 21, Arg 47 e
Lys 106 (Figura 30B). A interagdo com o residuo Lys 44 é particularmente importante, pois

esta relacionada ao processo de inibi¢ao da IKKp e, consequentemente, da via NF-«kB.
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Figura 30 Interages moleculares entre a Solamargina ou o ligante do Protein Data Bank (PDB)

e o Inibidor da subunidade beta da cinase do fator nuclear kappa B (IKKp)
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Legenda: Interagdes moleculares em 2D entre (A) ligante KSA_700 (PDB) (B) solamargina e os residuos de
aminoacidos da proteina IKKB (ID do PDB: 4KIK), ¢ em 3D (D) entre a solamargina ¢ o sitio ativo da Proteina
p38a MAPK. Em vermelho estéo indicadas as interag@es estéricas, em azul e rosa as interag8es hidrofobicas e em
verde as interagcBes de hidrogénio; Residuos: Asp (acido aspartico), Glu (&cido glutdmico), Lys (lisina), lle
(isoleucina), Thr (treonina), Met (metionina), Cys (cisteina), Ala (alanina), Leu (leucina), GIn (glutamina) Val
(valina), Asn (asparagina), Ser (serina), Tyr (tirosina), Trp (triptofano), His (histidina), Pro (prolina) e Phe
(fenilalanina).

Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

A natureza constitui uma fonte rica de compostos bioativos, o que tem impulsionado
investigacOes globais voltadas a descoberta e analise dos efeitos bioldgicos de produtos naturais
no tratamento de diversas patologias, incluindo o cancer (Sairazi; Sirajudeen, 2020). Neste
trabalho, foi avaliada atividade antitumoral in vitro do extrato hidroalcodlico da Solanum
jabrense.

Nesse contexto, a investigacdo do potencial antitumoral da Solanum jabrense comecou
com a avaliacdo in vitro do extrato hidroalcodlico dessa espécie (ESJ) em varias linhagens
celulares malignas humanas. Para isso, foi utilizado o ensaio de MTT, um método colorimétrico
amplamente empregado para quantificar a citotoxicidade (Goncalves et al., 2016; Duarte et al.,
2023). Foi observado como resultado do ensaio do MTT, que ESJ induziu reducdo da
viabilidade celular em todas as linhagens celulares testadas, sendo essa reducdo mais acentuada
nas linhagens celulares de adenocarcinoma maméario MCF-7 e MDA-MB-231, apresentando
uma média de inibicdo de: 10,90% + 0,21 pg/mL; e 13,40% + 0,15 pg/mL, respectivamente.

O cancer de mama € o tipo mais comum entre as mulheres, com 2,3 milhGes de novos
casos e mais de 685.000 mortes registradas em 2020 (Sung et al., 2021). Esses dados ressaltam
a necessidade de desenvolver novas terapias para essa doenga, e, nesse cenario, a Solanum
jabrense se destaca. Assim, tendo em vista o potencial de inibi¢cdo tumoral do ESJ sobre o
cancer de mama, investigou-se entdo o efeito deste extrato sobre linhagens celulares nos tempos
de 24 h, 48h e 72h, a fim de determinar a Clso nestes tempos de tratamento para a MCF-7 (24h:
87,03+ 0,05 pg/mL; 48h 27,72+ 0,02 pg/mL; 72h 23,91+ 0,03 pg/mL) e MDA-MB-231
(24h:45,44 £ 0,09 pg/mL; 48h: 36 ,64+ 0,07 ug/mL; 72h: 20,90+ 0,15 pg/mL).

Esses resultados sdo consistentes com os achados de Ling e colaboradores (2019) que
investigaram o potencial antitumoral do extrato aquoso de Solanum nigrum L. (AESN), uma
solanécea pertencente a mesma familia da Solanum jabrense, em células da linhagem de cancer
de mama humano MCF-7. Os resultados mostraram que o AESN inibiu o crescimento dessas
células. Além disso, Churiyah, Ningsih e Firdayani (2020) ao avaliarem o efeito do extrato
etandlico do fruto de S. nigrum L., observaram que ele inibiu a proliferacdo das células MCF-
7, com valores de Clso de 40,77 + 4,86 ug/m, evidenciando o potencial antitumoral desta
familia.

A quimioterapia é frequentemente a terapia de escolha para o tratamento do cancer. No

entanto, por ndo ser seletiva, estd associada a efeitos toxicos significativos, o que ressalta a
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necessidade de estratégias terapéuticas que minimizem esses efeitos (Muhamad et al., 2018). O
indice de seletividade é uma medida fundamental nesse contexto, pois permite avaliar se um
farmaco é preferencialmente direcionado a células tumorais as células normais. Esse parametro
é essencial, considerando que os quimioterapicos convencionais podem causar danos de forma
indiscriminada a tecidos malignos e saudaveis, resultando em efeitos adversos como nauseas,
alopecia e imunossupresséo (Blagosklonny, 2023; Muhamad; Plengsuriyakarn; Na Bangchang,
2018). Para reduzir essa toxicidade, busca-se desenvolver medicamentos seletivos que
exploram caracteristicas especificas das células cancerosas, como alteracbes metabolicas e
alvos moleculares nicos, permitindo tratamentos mais eficazes e menos toxicos (Saleh et al.,
2023).

Diante disso, realizamos a andlise da citotoxicidade do extrato hidroalcodlico de
Solanum jabrense (ESJ) em células saudaveis de rim embrionario humano (HEK-293), o que
possibilitou o célculo do indice de seletividade. Os resultados mostraram que o tratamento com
0 ESJ apresentou maior seletividade para células tumorais da linhagem MCF-7 no periodo de
48 horas. Dessa forma, essa linhagem foi selecionada para a continuidade das investigacoes.

Nesse sentido, dada a relevancia dos alcaloides presentes nas solanaceas, decidiu-se
testar a fracdo alcaloide do extrato de Solanum jabrense (FSJ) para avaliar se ela apresentaria
uma maior seletividade para células tumorais, e para isso, calculamos a seletividade da FSJ em
funcéo das linhagens ndo tumorais MCF-10A (glandular mamaria humana) e HEK-293 (rim
embrionario humano). Assim, observamos que a fracdo alcaloide do extrato foi quinze vezes
mais seletiva para as células tumorais quando comparada com a linhagem HEK-293, e
aproximadamente cinco vezes mais seletiva para MCF-7 em relacdo a MCF-10A.

Em contraste, a doxorrubicina, droga padrdo utilizada amplamente no tratamento do
carcinoma de mama, apresentou um indice de seletividade inferior a 1 (IS: 0,36), em relacdo a
MCF-10A, o que justifica os efeitos adversos frequentemente associados ao tratamento com
este farmaco (Moustafa et al., 2023).

Embora o objetivo das pesquisas seja encontrar drogas antitumorais com um equilibrio
adequado entre eficacia e toxicidade, o efeito toxico em células ndo tumorais continua sendo
um desafio significativo, contribuindo para os efeitos adversos observados em pacientes em
tratamento contra o cancer, no entanto, a citotoxicidade observada em células saudaveis ndo
impede a investigagdo continua dos efeitos antitumorais de novos compostos, mas ressalta a

necessidade de busca por aqueles mais seletivos (Sousa et al., 2023).
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O efeito antitumoral de produtos naturais e seus derivados pode ser investigado por
diferentes mecanismos, como a alteracdo da distribuicdo celular nas diversas fases do ciclo
celular, a inducdo da apoptose e a regulacdo do estresse oxidativo (Di Martili et al., 2020).
Assim, para identificar o modo pelo qual a fracdo exerce seu efeito, foram analisados 0s
possiveis mecanismos de acdo antitumoral deste extrato na linhagem celular mais sensivel a sua
citotoxicidade. Para isso, foi levada em consideragdo a Clso ap6s 48 h de tratamento (35,50 *
0,10 pg/mL), periodo em que o extrato hidroalcoolico de Solanum jabrense (ESJ) apresentou o
melhor indice de seletividade. Para isso, foram utilizadas concentracfes de 35 pg/mL e 17
pg/mL do FSJ, correspondentes a concentracgdo total e metade da Clso, respectivamente, para o
tratamento das células.

Com base no potencial dos inibidores ciclo-especificos na terapia do cancer de mama
(Piezzo et al., 2020; Panda et al., 2019; Ray et al., 2019), investigaou-se o efeito do FSJ na
progressao do ciclo celular em células MCF-7. O ciclo celular, composto por interfase (fases
G1, S e G2) e mitose, é um processo rigorosamente controlado, no qual a célula cresce, replica
seu DNA e se prepara para a divisao, culminando na formacéo de duas células-filhas. Eventuais
falhas nesse processo podem levar ao crescimento celular descontrolado, caracteristico do
cancer (Brandmaier; Hou; Shen, 2017).

Para avaliar o impacto do FSJ em cada fase do ciclo celular, as células MCF-7 foram
marcadas com iodeto de propidio (IP) e analisadas por citometria de fluxo, o que possibilitou a
quantificacdo precisa do DNA em diferentes fases: GO/G1 (DNA 2n), S (DNA entre 2n e 4n),
G2/M (DNA 4n) e sub-G1 (DNA < 2n) (Di Martili et al., 2020; Jayat; Ratinaud, 1993; Hodroj
et al., 2018). Essa anélise é essencial para identificar o potencial do FSJ em promover efeitos
antitumorais por meio da interrupcao seletiva do ciclo celular em células cancerosas.

Os resultados mostraram que o tratamento com FSJ por 48 horas levou a um aumento
significativo no percentual de células na fase S do ciclo celular, além de uma elevagdo na
populagéo sub-G1. Em concordancia com estes resultados estdo os achados de Paul e Kundu
(2017), que também observaram que a frag&o de cloroférmio do extrato metandlico de Solanum
nigrum induziu um aumento na populacdo de celulas sub-G1 na linhagem SiHa. De modo
semelhante, Ferrag (2015), observou um aumento na populagdo de células em sub-G1 e na fase
S do ciclo celular na linhagem HepG2, ap0s o tratamento com a solamargina isolada da Solanum
seaforthianum. Tendo em vista que a solamargina, foi identificada como composto majoritario
do FSJ, é possivel estabelecer uma correlacdo entre os efeitos observados neste estudo e a

composi¢do quimica dos extratos analisados.
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A fase S € responsavel pela sintese e replicagdo do DNA (Rasli et al., 2023), e 0 aumento
de células nessa fase pode ser atribuido a uma parada do ciclo no ponto de verificacdo intra-
fase S, impedindo a replicacdo e o alongamento do DNA (Seiler et al., 2007). J& a elevacédo na
populacdo sub-G1, que apresenta menor conteudo de DNA devido a fragmentacdo genética
(Chainumnim et al., 2022), é caracteristica de células em processo de apoptose (Zhang et al.,
2023). Esses achados sugerem que o FSJ possivelmente induz apoptose nas células tratadas.
Assim, considerando que o aumento da fracdo sub-G1 no ciclo celular estd associado a
apoptose, investigou-se mais a fundo a capacidade do FSJ de promover esse mecanismo de
morte celular.

A apoptose € um processo de morte celular rigorosamente regulado, caracterizado por
eventos como encolhimento celular, picnose, fragmentacdo do DNA, condensacdo da
cromatina, compactacdo do citoplasma, formacdo de blebs na membrana plasmatica e
fragmentacdo em corpos apoptadticos (Obeng, 2020; Kalinin et al., 2020). A desregulacao desse
processo é essencial para o desenvolvimento do cancer. Portanto, a inducdo da apoptose tem
sido um dos principais alvos de terapias antitumorais (Jan; Chaudhry, 2019). Diante disso, para
investigar a inducdo desse processo, diversas técnicas podem ser empregadas, como a
microscopia e a citometria de fluxo utilizando marcagdo com anexina V-FITC e iodeto de
propidio (D’arcy, 2019).

Nesse contexto, para avaliar as caracteristicas tipicas de apoptose, foi utilizada a
coloracdo com o marcador nuclear Hoechst 34580 e empregou-se a microscopia confocal a
laser. Este método permite a criacdo de uma fonte de luz pontual por meio de lasers, rejeitando
a luz fora de foco e empregando um comprimento de onda especifico para iluminar um ponto
pequeno. Além disso, pontos focais estratégicos garantem a captura da fluorescéncia desejada,
resultando em imagens de alta resolucdo (Elliott, 2019; Jayamohanan, 2023). Com essa técnica,
foi possivel observar que o tratamento com FSJ induziu aumento significativo da fluorescéncia
nas células MCF-7 em comparacdo com o grupo controle (ndo tratado), indicando que houve
condensagdo da cromatina, uma caracteristica tipica da apoptose.

Para uma analise mais detalhada dos efeitos do tratamento com FSJ, realizou-se a
coloracdo dupla com laranja de acridina e iodeto de propidio (IP) também utilizando
microscopia confocal, que permitiu a visualizacdo das caracteristicas morfologicas das células
tratadas, como a formacdo de blebs de membrana e fragmentacdo do DNA, e confirmou a
indugdo de apoptose pelo FSJ, bem com revelou aumento significativo da populacéo de células

em apoptose, especialmente nos estagios iniciais.
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Semelhantemente, Zhao e colaboradores (2018) avaliaram o efeito apoptético da
degalactotigonina, um composto da Solanum nigrum L., e investigou as caracteristicas
morfologicas das células por coloracdo com Hoechst, observando que o extrato induziu
apoptose de celulas de osteossarcoma, além de suas caracteristicas tipicas, como a condensacao
da cromatina, apds 48 horas de tratamento. Da mesma forma, Ding e colaboradores (2012)
mostraram que a solamargina, purificada de Solanum nigrum L., induziu condensagéo da
cromatina em células de hepatoma humano, SMMC-7721, observada também por coloragédo
com Hoechst.

Adicionalmente, Ibrahim Abdel Aziz e colaboradores (2022) investigaram a indugédo de
apoptose em células A549, cancer de pulmao, ap6s tratamento com nanoparticulas derivadas
de Solanum procumbens. A andlise incluiu uma dupla marcacdo com brometo de etidio (um
intercalante de DNA, assim como o iodeto de propidio) e laranja de acridina, que revelou um
aumento na proporc¢do de células com caracteristicas apoptoticas, semelhante ao observados no
presente estudo com o FSJ.

Assim, as células foram expostas ao FSJ e analisadas por citometria de fluxo pela dupla
marcacdo com anexina-FITC e iodeto de propidio. Este método € direcionado para a avaliacao
da apoptose pois visa a dosagem da fosfatidilserina, um fosfolipidio de membrana que, em
células viaveis, esta orientado para o lado interno da membrana celular, durante a apoptose, a
fosfatidilserina é externalizada, o que é uma caracteristica distintiva desse processo
(Shlomovitz, Speir, & Gerlic, 2019, Shin & Takatsu, 2020). A anexina V se liga
especificamente a fosfatidilserina, enquanto o iodeto de propidio (IP) se liga ao DNA em células
com integridade de membrana comprometida, permitindo a distin¢do entre apoptose e necrose
(Hussain et al., 2019, Kira et al., 2023). Desse modo, as células vidveis ndo sao marcadas por
anexina V-FITC e IP. Células em apoptose inicial sdo marcadas apenas com anexina V-FITC,
enquanto células em apoptose tardia mostram dupla marcacdo (anexina V-FITC/IP), ja as
celulas necrdticas sdo marcadas apenas com IP (Twair et al., 2021).

O tratamento com FSJ levou a um aumento no percentual de células em apoptose,
abrangendo tanto apoptose inicial quanto tardia, o que ja havia sido revelado através da
microscopia confocal. Esse tipo de morte celular vem sendo documentado por diversos estudos
envolvendo extratos e compostos isolados derivados das Solanéceas. A apoptose induzida pela
degalactotigonina isolada da Solanum nigrum, foi observada em células de osteossarcoma
tratadas por 48 horas (Zhao et al., 2018). Em adi¢&o, linhagens celulares de cancer de ovario

humano, A2780 e SKOV3, também apresentaram esse processo apds 0 tratamento com o
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extrato etandlico de S. lyratum Thunb (Zhang et al., 2021). De modo semelhante, foi
demonstrado que células SW620, provenientes de cancer colorretal humano, sofreram apoptose
apos o tratamento com a solasonina isolada da Solanum nigrum (Lan et al., 2023).

Assim, para melhorar a compreensao sobre o efeito apoptotico da fracéo alcaloidica do
extrato de Solanum jabrense, investigamos também o potencial mitocondrial das células
tratadas através da microscopia confocal por coloragdo com o JC-1, um corante lipofilico que,
em condi¢cdes mitocondriais normais, acumula-se no interior da mitocondria formando
agregados vermelhos, enquanto, em situacdes de perda de potencial mitocondrial, resultante da
permeabilizagcdo da membrana mitocondrial, se dissocia em monémeros verdes dispersos no
citosol. Este ensaio permite a analise da ativagdo da via intrinseca da apoptose, que é modulada
por alteracdes na permeabilidade da membrana mitocondrial (Kumar et al., 2022).

Os dados obtidos revelaram um aumento significativo na razdo entre a fluorescéncia
verde e vermelha nas células tratadas com o FSJ, evidenciando a ocorréncia de despolarizacdo
mitocondrial, 0 que sugere a ativacdo da apoptose por meio dessa via. A via intrinseca é
regulada por um delicado equilibrio entre proteinas pré-apoptoticas e anti-apoptoticas, onde as
primeiras promovem a formacao de poros na membrana mitocondrial, facilitando a liberacéo
de citocromo ¢ e SMAC no citosol e desencadeando a cascata apoptética (Carneiro; El-Deiry,
2020, Obeng, 2020; Voss; Strasser, 2020). Portanto, os resultados indicam que o FSJ atua como
um indutor da apoptose via intrinseca, reforcando seu potencial na inducdo de morte celular
programada em células tumorais.

Estudos anteriores, como o realizado por Khan e colaboradores (2023), também
mostraram que 0 extrato aquoso de Solanum nigrum (SNWE) induziu uma despolarizacéo
mitocondrial significativa em células MCF-7 e MDA-MB-231 de maneira dependente da
concentracdo. Esses achados sdo semelhantes aos deste estudo com o FSJ, evidenciando que
esse mecanismo de disfuncdo mitocondrial, um indicativo de apoptose pela via intrinseca, pode
ser uma caracteristica comum entre espécies do género Solanum, destacando seu potencial
terapéutico como indutores de apoptose seletiva em células tumorais.

Prosseguindo com a elucidacdo do mecanismo antitumoral da fracdo alcaloidica do
extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense (FSJ), investigou-se o estado redox das células
MCF-7 ap0s tratamento com esse extrato. Para isso, foi realizado o ensaio de MTT na presenca
ou auséncia de N-acetilcisteina (NAC), uma molécula antioxidante (Sahasrabudhe; Terluk;

Kartha, 2023), considerando um tempo de tratamento de 48 horas.
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Os resultados mostraram que o pré-tratamento com NAC foi capaz de prevenir
significativamente a citotoxicidade do FSJ nas células MCF-7, corroborando o envolvimento
de espécies reativas de oxigénio (ROS) no efeito antitumoral induzido por este extrato. As ROS
desempenham um papel fundamental como moléculas sinalizadoras nas vias de transducao de
sinais intracelulares (Checa; Aran, 2022). Em células tumorais, os niveis elevados de ROS estéo
associados a proliferacdo celular, metéstase, inibicdo da apoptose e estimulacdo da angiogénese
(Yang; Chen; Shi, 2019; Sajadimajd; Khazaei, 2018; Huang; Nan, 2019). Entretanto,
concentracdes excessivas de ROS podem causar danos irreversiveis e levar a morte celular
(Kirtonia; Sethi; Garg, 2020).

Agentes antineoplasicos, como doxorrubicina e cisplatina, induzem a apoptose em
células cancerigenas por meio do estresse oxidativo (Davalli et al., 2018; Albasher et al., 2018;
Sinha; Tokar; Bushel, 2020). De modo semelhante ao que observamos, Zhang e colaboradores
(2021) relataram que o pré-tratamento com NAC inibiu a citotoxicidade em celulas tratadas
com o extrato etandlico de Solanum lyratum Thunb. Em adicdo, Yan e colaboradores (2020)
demonstraram que o pré-tratamento com NAC reverteu o efeito citotoxico da a-solanina,
isolada de Solanum nigrum, em células de cancer colorretal humano (HCT-116). Nessa
perspectiva, sugere-se que a inducdo da apoptose causada pelo FSJ em células MCF-7 esta
associada ao aumento dos niveis das espécies reativas de oxigénio.

Os efeitos do FSJ também foram avaliados através do ensaio de cultura tridimensional,
com o objetivo de analisar seu efeito sobre a migracdo e o tamanho dos esferoides de células
MCF-7, uma vez que esse modelo oferece uma perspectiva mais ampla da complexidade
tumoral in vivo. O uso da cultura tridimensional surgiu para superar as limitagdes dos modelos
de cultivo monocamada (2D), que frequentemente apresentam compostos promissores que
falham quando testados em condic¢des in vivo (Coelho, 2020).

Nesse sentido, o modelo tridimensional mimetiza de maneira mais precisa 0
microambiente tumoral, reproduzindo aspectos fundamentais, como a estrutura do tumor e a
interacdo celular. Essa abordagem permite observar a capacidade do microambiente tumoral de
conferir resisténcia aos farmacos quimioterapicos e proporciona uma melhor compreensédo dos
mecanismos de metastase, além de avaliar a eficacia de novas estratégias terapéuticas (Barbosa
etal., 2021).

Considerando que o FSJ demonstrou uma seletividade para células tumorais, foi
relevante avaliar a extensdo desse efeito sobre a migracdo celular e o tamanho do tumor por

meio de um modelo de cultura 3D. Esse estudo visa determinar se 0 FSJ impacta a capacidade
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das células tumorais de se espalhar, um fator critico na progressao do cancer, além de analisar
seu efeito sobre o tamanho do tumor. Como resultado, foi demonstrado que o tratamento com
FSJ reduziu a migracdo celular nas concentracGes de tratamento testadas e, em adicdo,
promoveu diminui¢do do tamanho dos esferoides apos 48h.

A inibicdo da migragdo celular observada em nosso estudo esta alinhada com os
resultados de Zhao e colaboradores (2018), que demonstraram, através do ensaio de cultura
tridimensional, a supressdo da migracdo e metastase de osteossarcoma por S. nigrum L. Em
adicdo, Wang e colaboradores (2010) relataram um efeito inibitorio do extrato aquoso de S.
nigrum Linn. na metastase do melanoma. Ling e colaboradores (2019) ao investigarem o efeito
do extrato aquoso de Solanum nigrum L. observaram uma inibi¢cdo da migragéo celular em
células MCF-7. Esses achados, em conjunto com os deste trabalho, evidenciam o potencial
citotoxico das plantas do género Solanum e sua capacidade de modular propriedades de
proliferagéo e invasividade dos tumores.

Através da cromatografia liquida de ultra desempenho (UPLC) conduzida pela Me.
Anauara Lima e Silva, apds estudo fitoquimico realizado no LMCA (dados ndo publicados até
o presente), foi possivel identificar 47 compostos no extrato bruto hidroalcodlico da Solanum
jabrense Agra e M. Nee, com predominancia de alcaloides, especialmente glicoalcaloides.
Além desses, também foram detectadas saponinas, compostos fenélicos e flavonoides (Anexo
3). Esses resultados estdo em conformidade com o perfil quimico caracteristico de espécies do
género Solanum L. (Kaunda et al., 2019; Zhao et al., 2021).

As plantas da familia Solanaceae sdo notoriamente ricas em alcaloides, compostos que
tém um papel essencial nas propriedades terapéuticas dessas espécies. Entre as espécies
medicinais de Solanum, ja foram identificados aproximadamente 670 constituintes quimicos,
dos quais 63 sdo alcaloides esteroidais e 31 pertencem a outros tipos de alcaloides, incluindo
os glicoalcaloides. Estes ultimos, exibem propriedades toxicas significativas contra células
cancerigenas (Kaunda; Zhang, 2019).

No caso especifico de S. jabrense, o composto majoritario identificado foi a solamargina
(Anexo 3), isolada a partir do extrato bruto, e sua identidade foi confirmada por meio de técnicas
de RMN unidimensionais e bidimensionais, e a comparagdo entre os perfis quimicos da fracdo
alcaloidica e do extrato bruto revelou uma alta semelhanca entre ambos.

Nesse contexto, ja foi demonstrado que a solamargina (SM) de outras espécies do
género Solanum, possui atividade tdxica contra células cancerigenas (Li et al., 2016). Em

células MCF-7 e MDA-MB-231, a SM apresentou maior citotoxicidade comparada a
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cicloheximida (Akter et al., 2015). Em modelos de melanoma murino B16F10, SM inibiu a
proliferagdo tumoral e promoveu a permeabilizacdo da membrana lisossomal, ativando a via de
morte mitocondrial extrinseca (Furtado et al., 2022).

Embora a solamargina ja tenha sido destacada como composto majoritario em varias
plantas do género Solanum L. e investigada em estudos sobre sua atividade antitumoral, a
relevancia deste trabalho esta no fato de que Solanum jabrense ainda néo foi cientificamente
avaliada quanto ao seu potencial antitumoral. Além disso, a solamargina utilizada neste estudo
foi isolada especificamente de S. jabrense, uma espécie nunca antes explorada para esse fim.
Isso representa uma oportunidade inédita para investigar tanto o potencial farmacol6gico da
planta quanto os efeitos do glicoalcaloide isolado.

Posteriormente, para confirmar que o efeito citotoxico do FSJ era proveniente da
solamargina, foi realizado um ensaio de MTT em células MCF-7, o qual demonstrou que esse
glicoalcaloide possui elevada citotoxicidade nessa linhagem. Li e colaboradores (2016)
demonstraram que a solamargina exibiu efeitos antitumorais, caracterizados pela
despolarizacdo mitocondrial e pela modulacdo da expressdo de moléculas relacionadas a
apoptose. Em adicdo, foi demonstrado que a solamargina derivada de Solanum nigrum
apresenta citotoxicidade em células de cancer de mama (Akter et al., 2015). No presente estudo,
avaliou-se a citotoxicidade da solamargina isolada de Solanum jabrense.

Estudos tém demonstrado que efeitos antitumorais podem estar relacionados a elevagédo
das espécies reativas de oxigénio (EROs), uma vez que essas moléculas podem induzir
citotoxicidade através da ativacdo ou inativacao de vias de sinalizacdo intracelular, como a via
das MAPKSs (Zhao et al., 2023) e a via do NF-kB (Ahmadian et al., 2017). Com o intuito de
explorar o papel dessas vias de sinalizag&o na agdo antitumoral do FSJ, foi realizado um estudo
de docking molecular utilizando estruturas cristalograficas dessas proteinas para formar
complexos proteina-ligante com a solamargina, 0 composto majoritario do FSJ.

O docking molecular é uma técnica computacional capaz de prever a interacdo e a
energia de ligagdo de determinadas moléculas a um alvo proteico especifico. Esse método
possibilita identificar, entre varias moléculas, aquela que possui a maior afinidade de ligacéo
ao alvo. Em relacéo aos produtos naturais, essa ¢ uma ferramenta valiosa para a triagem virtual
de possiveis interaces entre compostos naturais e alvos relacionados a doencas (Zubair et al.,
2020), incluindo o céncer (Cava; Castiglioni, 2020).

Nesse contexto, essa ferramenta foi empregada para avaliar a afinidade de ligacdo e os

mecanismos de interacdo entre a solamargina, que é o composto predominante do FSJ, ou os
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ligantes disponiveis no Protein Data Bank (PDB), com as MAPKs: ERK2, JNK1, p38a e do
IKK, alvos relacionados com as vias de indu¢do de morte por apoptose

Nesse contexto, as vias de sinalizacdo das MAPKs estdo envolvidas em diversos
processos celulares, como a proliferacdo e a sobrevivéncia celular (Ullah et al., 2023). No
cancer, essas proteinas exercem uma funcao dual, e a ativagdo dessas cinases pode promover
tanto efeitos pro-tumorais quanto antitumorais (Stefani et al., 2021; Lu et al., 2020).

As proteinas ERK1 e ERK2, por serem ubiquitinamente expressas, ndo apresentam
diferencas significativas em sua regulacdo e localizacdo celular (Busca, Pouysségur,
Lenormand, 2016). Assim, a analise de docking molecular focou na interacdo entre a
solamargina e a ERK2. Os resultados indicaram interacéo relevante com o residuo Met 108 da
ERK?2, que desempenha um papel critico no sitio de inibicdo dessa MAPK (Ward et al., 2019),
além de interacBes com o residuo Lys 54. Essa evidéncia sugere que a solamargina modula
diretamente a atividade da ERKZ2, inibindo seu papel nas vias de sinaliza¢do celular, dado seu
envolvimento na regulagdo da proliferagéo e sobrevivéncia celular (Guo et al., 2020).

Nesse sentido, apesar de ndo terem sido encontrados estudos de docking molecular
especificos para compostos estruturalmente relacionados a solamargina, observa-se uma lacuna
na literatura quanto a investigagdes deste tipo, alguns trabalhos que analisaram substancias com
efeito anticancer por meio de docking molecular demonstraram que essas substancias
interagiram com 0s mesmos aminoacidos que a solamargina em nosso estudo. Essas interacdes
sugerem uma relevancia potencial desses residuos na atividade anticancerigena.

Al e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antitumoral do parthenolide (PTL),
uma molécula derivada da Magnolia grandiflora, que apresentou resultados significativos
contra linhagens de células de cancer de pulmdo. No estudo de docking molecular, foi
observado que o PTL interagiu com a proteina ERK2 por meio de residuos de aminoacidos,
incluindo o Lys 54, semelhante ao que foi encontrado para a solamargina neste estudo.

A JNK exerce um papel antitumoral significativo no contexto do cancer de mama,
especialmente em estudos que exploram sua ativacdo como um mecanismo de inducdo da morte
celular. Investigagcdes sobre produtos naturais revelaram que compostos como o WZ35, um
analogo da curcumina, induzem a morte de células de cancer de mama triplo-negativo (MDA-
MB-231) através da ativacdo da JNK mediada por estresse oxidativo (Wang et al., 2019).
Evidéncias mostram que a ativacdo da JNK pode promover a morte celular dependente de
autofagia em carcinoma ovariano, sugerindo que esse caminho pode ser uma estratégia

terapéutica viavel (Dou et al., 2019). Esses achados indicam que a modulagéo da via JNK pode
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ndo apenas contribuir para a reducdo da viabilidade celular tumoral, mas também representar
uma abordagem promissora para o desenvolvimento de terapias direcionadas ao cancer de
mama, ressaltando a necessidade de explorar mais a fundo seu papel antitumoral.

Dessa forma, foram examinadas as interacbes moleculares potenciais entre a
solamargina e a proteina JNK1. Os achados da andlise in silico indicaram que a solamargina
interagiu com a proteina JNK1 em residuos de aminoécidos: Asp 112, Asn 114, Ala 113 e Asp
169, Met 108, Ala 53, Lys 55, Val 40, Leu 168, lle 86, lle 32 e Lys 153. Né&o foram encontrados
na literatura dados de interacdo molecular in silico entre JNK1 e a solamargina, entretanto, a
literatura oferece evidéncias de interagdes similares para outras substancias.

De maneira compardvel aos achados deste estudo, Sugara e colaboradores (2021)
demonstraram gque novas haloxantonas, identificadas como 3CX, 10CX, 5BX e 4BX, projetadas
para atividade antitumoral, interagiram com a proteina JNK1, envolvendo residuos de
amino&cidos também observados na interagdo entre a solamargina e esse alvo (Ala53 e 11e32).
Além disso, Ferreira e colaboradores (2023) investigaram o efeito antitumoral do EZ, isolado
do bleo essencial de Coniza bonariensis, que mostrou efeito antimelanoma frente a células SK-
MEL-28. O estudo de docking molecular revelou que o EZ interagia com a JNK1 através de
residuos de aminoacidos (Ala53 e 11e32), similar ao que foi encontrado para a solamargina.
Dessa forma, os resultados deste trabalho reforcam a proteina JNK1 como um alvo promissor
para explorar 0s mecanismos antitumorais do FSJ.

A p38 MAPK, uma cinase de serina/treonina da familia das MAPKS, possui quatro
isoformas principais, sendo a p38a (MAPK14) amplamente expressa em quase todos os tipos
celulares, enquanto as demais tém distribuicdo mais restrita (Corre; Paris, 2017; Canovas;
Nebreda, 2021). Essa isoforma é fundamental na promoc¢éo tumoral no cancer de mama, e sua
ativacdo esta associada a sobrevivéncia celular e a resisténcia a tratamentos quimioterapicos,
como a cisplatina. A proteina, influencia a angiogénese por meio da regulacdo do VEGF,
favorecendo o crescimento tumoral e dificultando o sucesso de terapias antitumorais (Lee;
Rauch; Kolch, 2020). Dada sua relevancia no estabelecimento de mecanismos de resisténcia e
na manuten¢do do ambiente tumoral, investigar a p38a pode fornecer novas estratégias para
superar a resisténcia e aumentar a eficacia dos tratamentos (Igea; Nebreda, 2015). Assim,
investigou-se as possiveis interacdes moleculares entre a solamargina e esta isoforma da p38
MAPK, e foram observadas interacfes favoraveis, através dos residuos de aminoacidos Asp
168, lle 84, Glu 71, lle 166, Leu 74, lle 84, Phe 169, Leu 167, Arg 149, Arg 67, Met 78 e Leu
75 e Arg 67.
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De maneira compardvel aos achados deste estudo, Khan e colaboradores (2019)
demonstraram que inibidores a base de dibenzepinonas, dibenzoxepinas e benzosuberonas,
projetados para atividade antitumoral, interagiram com a proteina p38a MAPK, envolvendo
residuos de aminoacidos também observados na interacdo entre a solamargina e esse alvo, como
Asp 168, Glu 71 e lle 84. Além disso, o estudo de docking molecular desses inibidores revelou
interagBes hidrofdbicas com residuos como Leu 74, Phe 169 e Leu 75, de maneira semelhante
ao observado para a solamargina. Notavelmente, a solamargina apresentou uma interacéo pi-
alquil com o residuo Arg 67, que desempenha um papel importante na cavidade do sitio ativo
desse alvo. Esses achados reforcam que o mecanismo antitumoral do FSJ pode estar relacionado
com a inibigdo dessa via de sinalizagéo.

O NF-xB ¢ um fator de transcri¢ao envolvido em processos essenciais das células, como
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose (Wang et al., 2023). Suas subunidades podem se
organizar em homo ou heterodimeros, sendo o heterodimero p50/p65 o mais frequente
(Catheline et al., 2021). Atualmente, ha vérias evidéncias que indicam o papel dual do NF-xB
no desenvolvimento do cancer (Wuj; Sun; Xu, 2023).

A ativacdo dessa via ocorre por meio do complexo IKK, composto pelas subunidades
IKKa, IKKB e o modulador essencial NEMO/IKKy. A subunidade IKKp ¢é responsavel pela
fosforilagdo da proteina kB, que, em seu estado basal, mantém o NF-«xB inativo no citoplasma.
A fosforilacdao da IxB leva a sua ubiquitinagdo e subsequente degradagdo pelo proteassoma,
permitindo a liberacdo do NF-«kB, que entdo se transloca para o nucleo, onde regula a
transcricdo de genes relacionados a inflamacéo, sobrevivéncia celular e resposta imune (Xu;
Lei, 2021; Mussbacher et al., 2023). Dessa forma, a subunidade IKK[} emerge, portanto, como
um alvo relevante, pois sua inibicdo pode interromper a ativagdo do NF-kB, impactando
diretamente na sinalizacdo pré-tumoral através dessa via.

Diante disso, investigou-se as possiveis interacdes moleculares entre a solamargina e o
IKKp. Neste trabalho, observou-se uma interacdo favoravel entre esse ligante e o alvo
investigado, através dos residuos de aminoacidos lle 165, Asp 166, Ala 42, Tyr 98, Asn 28, Asp
103, GIn 100, Cys 99, Glu 97, Lys 44, Gly 102, Val 29, Leu 21, Arg 47 e Lys 106. Além disso,
de maneira similar, Guo e colaboradores (2020) investigaram a atividade antitumoral do acido
ursolico (UA) em células MCF-7, demonstrando, por meio de docking molecular, que o efeito
antitumoral do UA estava associado a inibicdo de IKKp. Os resultados indicaram que o UA
interagiu com os residuos Asp 103, lle 165, Cys 99, Val 29 e Leu 21, os quais também foram

identificados na interagéo entre a solamargina e esse alvo proteico.
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Diante do exposto, neste trabalho também podemos inferir que a Solanum jabrense
apresenta potencial antitumoral. Este estudo demonstrou que o extrato hidroalcodlico da planta,
rico em alcaloides como a solamargina, exibe citotoxicidade seletiva contra células tumorais de
cancer de mama, especialmente as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Verificou-se que o
extrato ndo apenas reduz a viabilidade das células cancerigenas, mas também inibe a migracao
celular e diminui o tamanho dos esferoides tumorais. Os resultados de docking molecular
revelaram interacdes relevantes entre a solamargina e proteinas fundamentais para a apoptose
e a sinalizacdo celular, incluindo as proteinas da via das MAPKs e o IKKf. Esses achados
indicam que a solamargina pode modular diretamente essas vias, reforcando o potencial

terapéutico da Solanum jabrense como uma fonte natural de agentes antitumorais.
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7 CONCLUSAO

Com base neste resultado, conclui-se que o extrato hidroalcoolico de Solanum jabrense
(ESJ) tem efeito antitumoral in vitro, especialmente na linhagem celular MCF-7 (carcinoma
mamario humano), mostrando citotoxicidade mais seletiva para as células MCF-7 em
comparagdo com a linhagem n&o tumoral HEK-293. Adicionalmente, a fragdo alcaloidica do
extrato de Solanum jabrense (FSJ) apresentou citotoxicidade dependente de concentragdo em
células MCF-7, sendo mais seletiva para as células tumorais em comparacdo com as células
ndo tumorais HEK-293 e MCF-10A. Também foi observado que o FSJ mostrou maior
seletividade para as células tumorais em comparacdo com a doxorrubicina, droga padrdo
utilizada.

O FSJ demonstrou efeito antitumoral em células MCF-7 in vitro, induzindo apoptose
mediada pelo aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em
estresse oxidativo. O FSJ também exibiu efeitos citotoxicos em um modelo tridimensional de
esferoides de MCF-7, com atividade antimigratdria. A solamargina, componente majoritario do
FSJ, apresenta efeito citotdxico em células MCF-7. Nos estudos de docking molecular, a
solamargina demonstrou interacdes favoraveis com proteinas importantes na via de apoptose,
incluindo as proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs) ERK 2, INK1 e p38a MAPK, ,
além do inibidor da subunidade beta da cinase do fator nuclear kappa B (IKK}).
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Figura 31 Mecanismos de acdo da fracdo alcaloidica do extrato hidroalcoolico de Solanum
jabrense (FSJ) em células MCF-7
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Legenda: O FSJ induz apoptose em células MCF-7 (adenocarcinoma mamario) de maneira dependente da geracdo
de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS). O efeito antitumoral in vitro do FSJ é dependente da inibigao da atividade
da Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular (ERK), da Proteina Cinase N-terminal c-Jun (JNK), p38
MAPK e da inibigdo do Fator Nuclear kappa B (NF-kB). Sugere-se que a inibi¢do das proteinas ERK, JNK, p38
MAPK e NF-«B seja mediada pelas ROS geradas apods o tratamento com o FSJ, 0 que leva a apoptose.

Fonte: Elaborado pela autora
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8 PERSPECTIVAS

Diante da comprovagdo experimental das atividades farmacoldgicas e citotdxicas do
extrato hidroalcodlico de Solanum jabrense, o presente trabalho dara continuidade a
investigacdo da solamargina, identificada como o metabdlito predominante nesta espécie,
buscando elucidar seu potencial terapéutico.

Para tanto, sera realizada a avaliagdo da citotoxicidade da solamargina nas linhagens
celulares MCF-7 e MDA-MB-231, e seréo caracterizados os efeitos sobre a viabilidade celular
da linhagem mais sensivel em diferentes tempos de tratamento. Adicionalmente, sera
investigado o mecanismo de agdo antitumoral in vitro, que incluira a analise da interferéncia na
regulacao do ciclo celular e nos processos de morte celular, como apoptose e necrose. Por fim,
investigaremos o efeito de FSJ e SM em modelos in vivo de cancer de mama, e docagem de

SM sobre alvos envolvidos na migragéo e metastase.
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Cadastro Sisgen

1 registro encontrado

Numero Usuario I Sigiloso

ANEXO 1

Tipode  Procedéncia UF ] Municipio Bioma  Titulo do Projeto Resultados Obtidos  Datado

ADGO9FD  Universidade Federal da NAO
Paraiba

Pesquisa  Patrimanio
Genético

Flora (exceto In situ PB Maturéia Caatinga Estudo quimico e Bioldgico 1 09/09/2024
algas) da espécie Solanum 10:29
jabrense
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ANEXO 2

Cromatograma do pico base (BPC) do extrato hidroalcoolico de Solanum jabrense Agra e M.
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ANEXO 3

Compostos identificados e anotados no extrato hidroalcoolico de Solanum jabrense Agra e M.

Nee.

Compostos  r.t.

(min
)

1. 4.2
2 4.3
3 4.4
4 45
5 4.6
6 4.7
7 4.8
8 4.9

[M+H]-

884.4810

900.4757

608.3666

902.4917

610.3804

916.4691

738.4260

898.4467

Férmula
Molecular

C45H73N016

C45H73N017

Néo
identificado

Néo
identificado

C45H73N018

C39H63N012

Néo
identificado

fons fragmentos
principais

866.4705,

394.3004,

376.2895,
251.1729, 133.0985

882.4685,
412.3072,
251.1732,112.0728

590.3619,
465.2320,
353.1316,
285.1791,
267.1668. 114.0835

430.3220,
269.1820,
251.1713, 129.
0521

592.3647,

431.2348,

269.1808,
251.1705, 114.0908

752.3883,

624.3798,

462.3086,
276.2230, 114.0867

720.4148,
412.3145, 251.1726

880.4426,
590.3519,
428.2970,
428.2970,
267.1675, 114.0905

Tentativa de anotagdo

Solasonina ou isdmero

Robeneoside B ou isbmero

3-amino-hydroxy-dehydro-
furostane-22-ol

(3B,12B,220,25R, -3,12-
dihidroxi-espirosol-5-em-27-oic
alcool-12-O-beta-D-
lucopiranoside- (1-2) -O-alfa-L-
ramnopiranosil

Solanigroside P ou isdmero

Referéncia

Yang et al.
2021

Wu et al. 2013

Camara et al.
2021

Yang et al.
2021

Yang et al.
2021
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

5.0

5.1

5.2

5.3

5.3

5.4

5.5

5.5

5.6

5.8

900.4935

738.4247

884.4816

916.4772

1000.5319

868.5095

414.3270

754.4328

910.4995

722.4408

C45H73N017

C39H63N012

C45H73N016

C45H73N018

C50H81 N 019

C45H73N015

C27H43NOZ

C39H63N013

C47H75N016

C39H63Noll

754.4344,
608.3775,
446.3247,

285.1822, 175.1100

394.3004,
251.1748,133.0978

394.3018,
251.1728, 129.0524

428.3048,

412.3100,

384.3160,
251.1730, 152.1172

868.5029,
722.4486,
558.3764,
396.3237,
253.1851, 157.0953

850.4941,
704.4376,
576.3892,
396.3257,
378.3153,
253.1944, 129.0547

396.3167,
271.1981, 157.0979

722.4332,546.3634,
428.3060,
412.3120,
384.3162,

251.1730, 125.1158

892.4899,
666.1974,
396.3194,
253.1934,
189.0734, 129.0582

704.4315,
253.1913, 129.0531

Robeneoside B ou isbmero

Solanigroside P ou isbmero

Solanandaine,
Solasonina ou isdmero

(3B,12B,220,25R, -3,12-
dihidroxi-espirosol-5-em-27-oic
alcool-12-O-beta-D-
lucopiranoside- (1-2) -O-alfa-L-
ramnopiranosil

Arudonine

Solamargine

Solasodina ou isoméro

Solasodine-20H-hex-rha

Leptine | ou isdmero

B 1-solasonina ou f3 -
solamargina

Yang et al.
2021

Yuan et al.
2019

Lelario et al.
2019

Wu et al. 2013
Yang et al.
2021

Yang et al.
2021
Wu et al. 2013

Yang et al.
2021

Fukuhara et al.
2004

Yang et al.
2021
Lelario et al.
2019
Wu et al. 2013

Cabhill et al.
2010

Yang et al.
2021

Shakya e
Navarre, 2008

Yuan et al.
2019
Yang et al.
2021
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19.

20.

21.

22,

23.

24,

25,

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

5.9

6.0

6.0

6.1

6.4

6.5

6.6

6.8

6.9

7.0

7.4

7.5

8.1

8.4

8.4

8.5

8.6

8.6

8.7

446.3150

443.2701

751.3780

430.3219

428.3045

277.1681

355.2348

410.2951

414.3257

412.3079

334.2846

406.3498

500.2586

467.1823

371.3177

445.2003

415.1846

432.2285

304.2932

C27H43N04

C21H32010

Néo
identificado

C» Hs NO

C27H41N03

Nao
identificado
ClGHlQOQ

C27H39NOZ

C27H43NOZ

Nao
identificado
Nao
identificado
Nao
identificado
Nao
identificado
Nao
identificado
CisHx0u

C21H34010

C19H28010

C» His NO,

Néo
identificado

428.3059,
414.2887, 400.3162

407.2430,269.1844,
251.1724,
236.1445,
209.1255, 183.1085
407.2456,
269.1781,
251.1720,157.0965
412.3082,
269.1774, 251.1693
410.2945,
267.1670,
239.17009,
175.1079, 114.0867
158.9684, 149.0182

261.1700, 107.0817

392.2847, 267.1663

396.3161,
271.1998,
253.1888, 157.0966

394.3023,
269.1807, 145.0930
286.2655, 242.2396
256.2566, 105.0297
396.1940, 105.0671

407.1626,

224.0989, 105.0329
268.255, 211.1945

224.1017, 105.0299

253.1821,119.0809

405.2033,
285.1821, 119.0821

212.2313, 91.050

(3B,12B,25R) - 3,12-dihydroxy- Yang et al.
siprosol-5-en- 27-oic-alcohol or 2021
isdmero
Dihydrophaseicacid 4’-O-3-D- Rodriguez-
glucopyranoside Pérez et al.
2018
Hydroxy solasodine Abdel-Hamid
et al. 2019
22a,23a-Epoxysolasodina ou Yang et al.
isdmero 2021
5-O-(E)-Caffeoylquinic acid ou  Wu et al. 2013
4-0-(E)-Caffeoylquinic acid ou
3-O-(E)-Caffeoylquinic acid ou
isoméro
220, 23a- Epoxy-solanida-4-en-  Torres et al.
3-one or isdmero 2011
Yang et al
2021
Solasodina ou isoméro Cahill et al.
2010
Deacetylasperuloside Rodriguez-
Pérez et al.
2018
Sacranoside A Rodriguez-
Pérez et al.
2018
Phenethyl-B-primeveroside Rodriguez-
Pérez et al.
2018
Isojuripidine Camara et
al.2021

147



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

9.0

9.1

9.4

9.7

10.3

10.8

10.9

11.2

11.8

12.3

13.6

330.3330

346.3205

529.2005

279.2211

579.2763

417.3233

315.1479

827.4174

813.4512

593.2620

413.2956

Nao
identificado
Nao
identificado
C»xHaN.O,

C13H1207

CZGHZ7015

ClSHlGO

C35H39023

Néo

identificado

CZ7H29015

Néo
identificado

312.3208, 106.0856
298.3031, 122.0780

292.0885,
238.0885, 109.0244

149.0182, 95.0826

301.1311, 245.0702

329.2072, 147.1108

243.1217, 147.1083

425.2040,
365.1841,
281.1288, 207.0540

711.3730,
597.3461,
483.2786,
353.1438,
257.0888, 97.0250

533.2422, 460.2157

301.1355, 189.0091

N:-Caffeoyl, Nx-
dihydrocaffeoylspermine

p-Coumarylmalicacid

Luteolin 6-C-B-D-
glucopyranoside-8-C-a-L-
arabinopyranoside or

Luteolin 7-O-[2-(B-D-

apiofuranosyl)-p-d-
glucopyranoside] (Isomer

1)

Veremivirine

Gentisoylglucoside isomerl ou
isdmero

Luteolin 7-O-(2-apiofuranosyl-
4-glucopyranosyl-6-malonyl)

glucopyranoside

Quercetin 3,7-di-O-a-L-
rhamnopyranoside

Wu et al. 2013

Rodriguez-
Pérez et al.
2018

Morales-Soto
etal. 2013

Gupta et al.
2014

Rodriguez-
Pérez et al.
2018

Morales-Soto
etal. 2013

Morales-Soto
etal. 2013
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