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RESUMO

ROCHETTI, A. L. Caracterizagdo dos efeitos antitumorais do guarana sobre modelo
murino de células-tronco cancerosas. 2015. 74 pag. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S3o Paulo, Pirassununga, 2015.

O cancer de pulmao esta entre os tipos de cancer com maiores indices de mortalidade no
mundo. Na década de 90, houve a descoberta de populacdes de células tumorais com
caracteristicas de células-tronco e implicou na hipdtese das células-tronco cancerosas
(CTCs). Se a hipdtese das CTCs for correta, a recorréncia/recidiva dos canceres é gerada
por uma porcentagem de células (CTCs) que prolifera pouco e é resistente a
quimioterapia convencional. Desta forma, a busca por novos alvos terapéuticos que
tenham como alvo estas CTCs tem enorme implicagdo no desenvolvimento de novos
farmacos ou modalidades terapéuticas contra o cancer. O guarand (Paullinia cupana Mart
var. sorbilis) tem demonstrado efeitos promissores sobre o cancer, em especial efeitos
quimiopreventivos e antineoplasicos. Portanto, objetivando-se neste projeto avaliar a
presenca de CTCs a partir de células tumorais de pulmao de camundongo, onde se possa
conseguir rapidamente uma alta porcentagem deste tipo celular para posteriores
estudos, além de avaliar os efeitos do extrato etandlico do guarand e de suas fracoes
butandlica e aquosa, sobre as células tumorais e em especial verificar os efeitos sobre a
populacdo rica em CTCs, onde foi possivel observar a presenca de possiveis CTCs, a partir
de cultivo de células tumorais de pulmao de camundongo, como também que o guarana
apresentou um efeito sobre estas possiveis CTCs devido a diminui¢cdo da expressao dos

genes ABCG2 e ALDH1a1.

Palavras chave: Cancer de pulmao, Paullinia cupana, células-tronco cancerosas.



ABSTRACT

ROCHETTI, A. L. Characterization of the antitumor effects of guarana on murine model
of cancer stem cells. 2015. 74 pag. M. Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2015.

Lung cancer is among the cancers with the highest mortality rates in the world. In the
90’s, there was the discovery of tumor cell populations with stem cell characteristics
implied in the case of cancer stem cells (CSCs). If the hypothesis is correct CSCs of the
recurrence / relapse of cancers is generated by a percentage of cells (CSCs) that growth
low and are more resistant to conventional chemotherapy. Thus, the search for new
therapeutic targets that target these CSCs has huge implications in developing new drugs
or therapeutic approaches against cancer. Guarana (Paullinia cupana Mart var. Sorbilis)
has shown promising effects on cancer, especially chemopreventive and anticancer
effects. Therefore, the objective in this project is to evaluate the presence of CSCs from
tumor cells of mouse lung, where it can quickly get a high percentage of this cell type for
further studies and to evaluate the effects of ethanol extract of guarana and its butanol
and aqueous fractions on tumor cells and in particular to verify the effect on the
population rich in CSCs, where it was possible to observe the possible presence of CSCs
from cultivation of tumor cells from mouse lung, as well as guarana presented an effect

on these CSCs possible to decreased expression of ABCG2 and ALDH1a1 genes.

Key words: Lung cancer, Paullinia cupana, cancer stem cells.
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1 INTRODUCAO

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) publicou em 2014 os dados da estimativa para
a incidéncia de novos casos de cancer no Brasil validos para 2014 e 2015 onde ocorreriam
cerca de 580 mil novos casos de cancer, sendo que destes, aproximadamente 27 mil sdo
de cancer de pulmao (INCA, 2014). Mesmo com o passar dos anos e o grande aumento no
nimero de estudos relacionados aos canceres, o tratamento e cura ainda sdo
considerados um dos maiores desafios da medicina das ultimas décadas (CHABNER;
ROBERTS, 2005). Contribuindo para esta dificuldade estd a grande gama de alteraces
genéticas e epigenéticas que ocorrem no cancer, ja que mesmo tumores de um mesmo
tipo e grau histopatolégico podem ter altera¢6es genéticas completamente diferentes
(CHABNER; ROBERTS, 2005). Desta maneira, a busca por alvos terapéuticos que tenham
como objetivo a supressao da proliferacao tumoral e metastatizacao sao altamente

necessarios.

Na década de 90, foi descoberta uma populagdo de células tumorais, com
caracteristicas de células-tronco (BONNET; DICK, 1997), estas sdo conhecidas como
células-tronco cancerosas (CTCs), do inglés, Cancer Stem Cells — CSCs, pois elas apresentam
caracteristicas semelhantes a de células-tronco normais, como pluripoténcia, capacidade
de auto-renovacao, diferenciacao em diferentes tipos de células, resisténcia a multiplas
drogas (CRIPE et al., 2009). Se esta hipdtese das CTCs for correta, a recorréncia/recidiva
dos canceres é gerada por uma pequena porcentagem de células (as ditas CTCs) que
proliferam pouco e sao mais resistentes a quimio ou radioterapia convencional, pois estas
terapias tém como alvo as células que se proliferam rapidamente, ndo atingido assim, as

possiveis CTCs (VISVADER; LINDEMAN, 2008).

Desta forma, a busca por novos alvos terapéuticos que tenham como alvo estas
CTCs tem enorme implicacdo no desenvolvimento de novos farmacos ou modalidades
terapéuticas contra o cancer. Esta busca tem tido grande énfase nos produtos naturais,
reconhecidamente fontes de novas moléculas para estudo e avaliagdo experimental em
diversas dreas da medicina e em especial no cancer (SURH, 2003). Dentro desta area, a

andlise dos efeitos do guarand (Paullinia cupana Mart var. sorbilis) tem demonstrado
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efeitos promissores sobre o cancer, em especial efeitos quimiopreventivos e

antineoplasicos (FUKUMASU, 2008; FUKUMASU et al., 2006).

Portanto, o objetivo do presente estudo, foi primeiramente avaliar a presenca de
CTCs a partir de um modelo murino de tumor epitelial, neste caso, tumor de pulmao, para
posteriores estudos sejam de caracterizacdo desta sub-popula¢do ou mesmo para
avaliacdo de novas terapias sobre este tipo celular. A segunda parte deste projeto foi
avaliar os efeitos do extrato etandlico do guarand e de duas fra¢Oes deste extrato:
butandlica e aquosa, sobre as células tumorais e em especial verificar os efeitos sobre a

populacao rica em CTCs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A RELEVANCIA DO CANCER

O cancer ou “neoplasia” (do grego - Neo = novo e plasis = crescimento,
multiplicacdo celular) é o nome designado a mais de cem diferentes tipos de doencas,
conhecidas por apresentar uma proliferacao desenfreada das células, desrespeitando os
limites normais da divisdo celular, formando uma massa de células (INCA, 2014; JOHN,
2005). Além disso, algumas células podem apresentar um comportamento invasivo e
metastatico, ou seja, sao capazes de invadirem tecidos adjacentes, atingirem o sistema
circulatério, migrar para novos tecidos e dar origem a uma formacdo secunddria,
finalizando assim o processo (ALBERTS, B; JOHNSON, A; LEWIS, J; RAFF, M; ROBERTS, K;
WALTER, 2010).

O cancer esta entre as doen¢as com maior indice de mortalidade no mundo. E um
dos maiores desafios da medicina, pois sua grande complexidade implica em encontrar
um tratamento efetivo e sua cura (CHABNER; ROBERTS, 2005). Mesmo com o elevado
ndimero de pesquisas relacionadas ao tratamento desta enfermidade e a grande
divulgacdao sobre como prevenir varios tipos de cancer, ainda existe um aumento
alarmante na incidéncia, prevaléncia e mortalidade em todo mundo, independente de
raca, sexo, idade, condicao social ou localizacdo quanto a distribuicdo geogréfica
(“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]; KAMANGAR; DORES; ANDERSON, 2006). A IARC
(International Agency for Research on Cancer - Organizacdo Mundial da Sautde) registrou
em 2012, um aumento de 8% na mortalidade por cancer, chegando a 8,2 milhdes de
mortes, além de um aumento de quase 10% na incidéncia da doenca, correspondendo a
14,1 milhdes de novos casos (“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]). Sabe-se que alguns drgaos
sao mais predispostos a desenvolver neoplasias e na Figura 1, estdo destacados os tipos
de neoplasias mais frequentes no ambito mundial; em homens a neoplasia responsavel
pelo maior nimero de mortes é a neoplasia pulmonar, seguida por figado, estdbmago,

colorretal e préstata (Grafico 1); nas mulheres, a neoplasia mamaria apresenta o maior
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indice de mortes, seguida por pulmonar, colorretal e cérvix uterino (Gréfico 2) (“Globocan

2012 - Home”, [s.d.]).

Figura 1 - Incidéncia e mortalidade de cancer no mundo.

Fonte: Adaptado de - (“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]) — International Agency for Research on Cancer.

Organizagdo Mundial da Saude.

Legenda: Age-standardised rate (W) - ASR(W) rate per 100.000, taxa referente ao nimero de novos casos de

cancer por 100.000 pessoas por ano, com até 75 anos.
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Grafico 1 - indice de mortalidade em homens no ambito mundial - 2012.

Fonte: Adaptado de - (“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]) - International Agency for Research on Cancer.

Organizagdo Mundial da Satde.

Gréfico 2 — indice de mortalidade em mulheres, no ambito mundial - 2012.

Fonte: Adaptado de - (“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]) - International Agency for Research on Cancer.

Organizagdo Mundial da Satde.

Nos Estados Unidos, de acordo com as estimativas da American Cancer Society, o
cancer estd em segundo lugar na classificacdo de doencas com maiores indices de mortes
por ano, ficando atras apenas das doencas cardiovasculares (SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.;
JEMAL, 2015). Os dados mostram que para o ano de 2015 a estimativa era de cerca de 1,7
milhdes de novos casos, tendo como maiores indices de incidéncia e mortalidade,
neoplasias mamarias, de prdstata, pulmao e colorretal (Figura 2) (SIEGEL, R. L.; MILLER,

K. D.; JEMAL, 2015)
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Figura 2 — Estimativa de incidencia e mortalidade por cancer nos Estados Unidos em 2015.

Fonte: Adaptado de - (SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; JEMAL, 2015)

No Brasil, os indices de incidéncia e de mortalidade devido ao cancer também sao
bastante elevados e assim, como no resto do mundo, também se enquadra como uma
das doengas com maior indice de mortalidade, representando aproximadamente 16%,
sendo a terceira maior causa de morte, ficando atras apenas de doencas crénicas nao
transmissiveis e doencas do sistema circulatério (“Ministério da Salide — Portal da Saude -
www.saude.gov.br - Cidaddo”, [s.d.]). De acordo com os dados publicados pelo Instituto
Nacional do Cancer em 2014, (dados estes que valem para o biénio de 2014 e 2015), no
Brasil ocorreriam aproximadamente 395 mil novos casos, excluindo neoplasias de pele
ndo melanoma e cerca de 580 mil novos casos incluindo todos os tipos de cancer (Gréfico

3 e Figura 3) (INCA, 2014).
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Gréfico 3 - Incidéncia de novos casos cancer no Brasil para 2014/2015, separados por sexo.

Fonte: Adaptado de - (INCA, 2014)

Figura 3 — Estimativa dos dez tipos de cancer que apresentam maior incidéncia no Brasil

para os anos de 2014/2015.

Fonte: (INCA, 2014).

2.2 CANCER DE PULMAO

Até o comeco do século XX, o cancer de pulmao era considerado raro, devido ao
fato de que o seu maior causador, o tabaco, também ndo era muito comum até entdo,
porém, apds a 1* Guerra Mundial, periodo este em que ocorreu uma fabricacdo em massa
e a liberacao de cigarros aos soldados da guerra, houve um grande aumento em relacao a

quantidade do uso de tabaco por toda a populagdo mundial (INCA, 2014; JOHN, 2005;
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OBID, 2007). Contudo, o aumento do nimero de casos de cancer de pulmao aconteceu
em meados de 1930 e, como comentado anteriormente, ele esta entre os tipos de cancer
com altas taxas de incidéncia e mortalidade no mundo (JOHN, 2005; KESHAMOUNI;

ARENBERG; KALEMKERIAN, 2009).

Apesar de ser uma neoplasia bastante incidente, pode ser facilmente evitado,
devido a grande associacdo ao fumo (A.C.CAMARGO. 2015), uma vez que cerca de 80 a
90% dos casos de cancer de pulmdo sdo causados pela exposi¢ao aos produtos do tabaco,
0s outros 10 a 20%, estdo relacionados a exposicao a carcindgenos ambientais e riscos
ocupacionais como a poluicao do ar, amianto, niquel, arsénico, entre outros, como
também o excesso ou deficiéncia de vitamina A, infecc6es pulmonares e tuberculoses,
sdo fatores de predisposicdo ao cancer de pulmdo (INCA, 2014; KESHAMOUNI;
ARENBERG; KALEMKERIAN, 2009; WARSHAWSKY; LANDOLPH JR., 2005). No Brasil, o
tabaco é considerado a segunda droga mais consumida pela populacdo ficando atrds
apenas do alcool (OBID, 2007) e, de acordo com os dados do INCA, 2014, o cancer de
pulmado estd entre os tipos mais ocorrentes no Brasil, com aproximadamente 27 mil novos
casos (Figura 4) (INCA, 2014). Esta neoplasia se enquadra como a maior causadora de
mortes no ambito mundial com aproximadamente 1,6 milhdes mortes por ano (gGrafico

4) (“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]).
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Figura 4 - Estimativa das taxas brutas de incidéncia de novos casos por 100 mil

habitantes, em rela¢do ao sexo e localiza¢ao primdria

Fonte: (INCA, 2014)

Legenda: Valores arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Grafico 4 — Neoplasias com maiores indices de mortalidade no mundo.

Fonte: Adaptado de - (“Globocan 2012 - Home”, [s.d.]) — International Agency for Research on Cancer.

Organiza¢do Mundial da Saude.
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As neoplasias pulmonares surgem geralmente de células epiteliais atipicas e podem
ser separadas em dois grupos principais, com relacdo a sua histologia, podendo ser
“cancer de pulmao de células ndo pequenas” (do inglés — Non Small Cell Lung Cancer ou
NSCLC) ou “cancer de pulmao de células pequenas” (do inglés — Small Cell Lung Cancer ou
SCLC), com aproximadamente 80% e 20% de incidéncia respectivamente (LUNDIN;
DRISCOLL, 2013). Os NSCLC englobam adenocarcinomas, carcinoma de células escamosas
e carcinoma de células grandes, pois apresentam um padrdao de crescimento e
tratamento parecidos, j4 os SCLC sdo formados por células bem pequenas, podendo
também ser chamado de carcinoma de células pequenas indiferenciadas, sendo menos
comum, porém, o tipo mais agressivo, pois apresentam um crescimento mais rapido,
podendo fazer metdastase logo no inicio da doenca (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014;
JOHN, 2005; KESHAMOUNI; ARENBERG; KALEMKERIAN, 2009)

Apesar da existéncia de inimeras terapias e do avan¢o no diagnostico e tratamento,
o prognostico de pacientes com cancer de pulmao ainda € ruim e, muitas evidéncias tem
sugerido que este mal progndstico das neoplasias pulmonares, como de outros tipos de
neoplasias, possam estar relacionadas a existéncia de uma populacao de células

chamadas de células-tronco cancerosas (WU; CHEN; WANG, 2012)

2.3 CELULAS-TRONCO CANCEROSAS O NOVO ALVO PARA TERAPIAS

Em 1997, Bonnet e Dick descobriram uma populacdo de células tumorais, que
apresentariam caracteristicas de células-tronco que posteriormente foram caracterizadas
e surgiu a hipdtese de células-tronco cancerosas (CTCs) que postula a existéncia de sub-
popula¢des de células responsdveis pela resisténcia a multiplas drogas e recidiva tumoral
apods tratamento convencional, como a quimioterapia ou radioterapia (CRIPE et al., 2009).
Esta teoria propde uma organizagdo hierarquica das células de determinado tumor, no
qual uma populagao de células com caracteristicas de células-tronco seriam responsaveis
pela manutencdo do crescimento tumoral, demonstrando ser mais resistentes aos

tratamentos (VISVADER; LINDEMAN, 2008).
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Por definicdao, as CTCs possuem propriedades semelhantes as células-tronco
normais (CTs) como pluripoténcia, potencial de auto-renovacdo, capacidade de
diferenciacdo em diferentes tipos celulares e resisténcia a multiplas drogas (WU; CHEN;
WANG, 2012). Da mesma maneira que as CTs, as CTCs também expressam genes de
resisténcia a multiplas drogas (MDRs) que conferem protecdo contra toxinas, sendo
também resistentes aos quimioterapicos. Esta propriedade de CTs e CTCs é relacionada a
maior expressdao do ATP-binding cassette, sub-family G, member 2 (ABCG2), sendo
considerado uma bomba de efluxo de multiplas drogas (GOODELL et al., 1996). Outro
possivel mecanismo de resisténcia intrinseca das CTCs é a alta expressao de aldeido
desidrogenase (ALDH), uma enzima detoxificante responsdvel pela oxidacdo de aldeidos
intracelulares, ou seja, medeia a autoprotecdo destas células e colabora na resisténcia aos
agentes quimioterapicos usados na terapia contra o cancer (KUMAR; KAPOOR, 2014; MA;
ALLAN, 2011). Hoje em dia com o avanco das pesquisas, além destes mencionados, ja se
conhece uma variedade de marcadores especificos para CTCs presentes em diferentes
tipos de neoplasias, como por exemplo, para neoplasias mamarias, de prdstata e
pulmonares, os mais comumente utilizados estdo indicados na Tabela 1 (KLONISCH et al.,

2008; WU; CHEN; WANG, 2012)

Tabela 1 - Marcadores de células-tronco cancerosas mais utilizados em alguns tumores

solidos.

Marcador Caracteristicas

CD24 Molécula de adesdao de glicosilfosfatidilinositol pesadamente
glicolisada, atua como estimulador nas células B e T, € o Unico ligante
para P-selectina. Apesar de ndo ser um marcador especifico para
CTCs, baixos niveis deste, pode caracterizar CTCs em tumor de mama.

CD44 Molécula de adesdo com mudltiplas isoformas que tem papéis
pleiotrdpicos em sinalizacao, migracao e homing. Pode ser utilizada
para a deteccao de CTC em neoplasias mamadrias, prdstata e pulmao.

CD133 Glicoproteina de dominio transmembranar com papel na organizagao

da topologia da membrana plasmatica. Podendo ser encontrada em
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células-tronco neuronais, hematopoiéticas, células progenitoras
endoteliais, além de serem utilizadas como marcadores para CTCs de
neoplasias mamadrias, pulmonares e prdstata.

ABCG2 Membro da familia ATP, envolvido no transporte de esteroides e
outros lipideos, também conhecido como transportador de multiplas
drogas. Podem ser utilizados para a deteccao de CTC em neoplasias
mamarias, prdstata e pulmonares.

ALDH1 Aldeido desidrogenase (ALDH) pertencente a familia de enzimas que
catalisam a oxidacao de aldeidos alifaticos e aromaticos de acidos
carboxilicos, tem papel na conversdo de retinol em acido retindico,
importante na proliferacao, diferenciacao e sobrevivéncia. Podem ser
utilizados para a deteccdo de CTC em neoplasias mamadrias e

pulmonares.

Fonte: Adaptado de (KLONISCH et al., 2008; VISVADER; LINDEMAN, 2008; WU; CHEN; WANG, 2012)

A maioria das terapias antitumorais atuais preferencialmente tem como alvo células
que proliferam rapidamente, ndo apresentando efeito citotéxico em células com baixa
taxa de proliferacdo. Se a hipdtese das CTCs for correta, a recorréncia/recidiva dos
canceres é gerada por uma porcentagem de células (as CTCs) que proliferam pouco e sdo
mais resistentes a quimioterapia convencional. Desta forma, a busca por novos alvos
terapéuticos que tenham como alvo estas CTCs tem enorme implicacdo no

desenvolvimento de novos farmacos ou modalidades terapéuticas contra o cancer.

2.4 GUARANA - Paullinia cupana (P.c)

A espécie arbdrea Paullinia cupana Mart Var. sorbilis, popularmente conhecida como
Guarana ou naranazeiro, uarand, guaranauva e guaranaina, é um arbusto tipicamente
brasileiro podendo atingir 10 metros de altura, encontrado na regidao de Maués da bacia
Amazénica (“Ambientebrasil - portal ambiental”, [s.d.], “CEPLAC”, [s.d.]; CANICEIRO,

2012), pertencente a familia Sapindaceae é uma espécie trepadeira, cujo nome tem origem
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indigena ‘““varana”, ou seja, arvore que sobe apoiada em outra (“CEPLAC”, [s.d.]). Suas
flores sdo dispostas em formas de cachos, gerando muitos frutos, encapsulados, de cor
vermelho-alaranjado, envoltos por arilos brancos, com sementes grandes e de cor
castanho-escuro (Figura 5) (HENMAN, 1982; SANTOS; TORRES; LEONART, 1987). Quanto a
sua composi¢dao quimica, nas sementes do guarand encontram-se varios compostos como
as metilxantinas, tendo a cafeina, a teobromina e a teofilina, os polifendis do tipo
flavonoides como a catequina, epicatequina e procianidinas, como também as saponinas

(HENMAN, 1982).

Figura 5 — Paullinia cupana (folhas, flores e frutos)

Fonte: (“Caiabi - Empresa Agroindustrial Ltda - Produtos da Amazonia Legal”, [s.d.])

Legenda: A - Excicata de Guarand - Paullinia cupana, mostrando suas folhas, flores e frutos; B -

Guaranazeiro — arbustos de guarang; C — fruto do guarana.

O guarand é bastante conhecido por apresentar efeitos estimulantes, sendo

utilizado para este fim desde antes de 1670, pelos indios Sateré-Maue (HENMAN, 1982;
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“PIB - Povos Indigenas do Brasil”, [s.d.]). Além do efeito estimulante, associados a
presenca da cafeina, que é um de seus compostos mais relevantes, contendo entre 2,5 a
quase 6% do peso do extrato seco (DE OLIVEIRA CAMPOS et al., 2011; HENMAN, 1982), o
guarana também é utilizado como ténico para o sistema digestivo e tratamento de
doencas cardiovasculares (CANICEIRO, 2012; HENMAN, 1982). Hoje em dia, j&4 sdo
comprovados cientificamente muitos outros efeitos como, atividade antioxidante devido
a presenca de taninos em sua composicdo (ESPINOLA et al., 1997), atividade
antimicrobiana (MAJHENIC; SKERGET; KNEZ, 2007), além de apresentar vérios efeitos
para melhoria de vida em pacientes com cancer, como na melhora da fadiga em pacientes
com cancer de mama (DE OLIVEIRA CAMPOS et al.,, 2011) melhora de fogachos em
pacientes com cancer de mama (OLIVEIRA et al., 2013), como também apresenta acdo

quimiopreventiva e antiproliferativa (FUKUMASU et al., 2006, 2008).
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3 HIPOTESE

A hipdtese do presente estudo é que o Guarand (Paullinia cupana) apresente efeito
antitumoral sobre células tumorais de pulmdao de camundongo, apresentando efeito

principalmente sobre populacdes de células-tronco cancerosas.
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OBJETIVOS

Avaliar a presenca de Células-Tronco Cancerosas — CTCs a partir de modelo murino in
vitro de neoplasia pulmonar.

Avaliar o potencial antitumoral do extrato etandlico do guarand, assim como das
fracdes butandlica e aquosa em cultivo de células neopldsicas de pulmao de

camundongo (E9), com especial atencdo aos efeitos sobre as CTCs.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCAIS DE REALIZACAO DO ESTUDO

O presente trabalho foi realizado no Laboratdério de Oncologia Comparada e
Translacional — LOCT, em parceria com o Laboratdério de Morfofisiologia Molecular e
Desenvolvimento - LMMD e com o Laboratério de Medicina Preventiva e Aplicada -
LMPA, pertencentes ao Departamento de Medicina Veterindria (ZMV) da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, da Universidade de S3o Paulo, Campus de
Pirassununga — SP, como também, parte dele foi realizado no Centro de Facilidades de
Apoio a Pesquisa (CEFAP), Nlcleo Fluir, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da
Universidade de S3o Paulo — SP e no Laboratdrio de Citometria de Fluxo da Fundacao
Hemocentro de Ribeirdo Preto, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da

Universidade de S3o Paulo.

5.2 LINHAGENS DE CELULAS UTILIZADAS

Foram utilizadas para todos os experimentos duas linhagens de células epiteliais de
pulmdo de camundongo, que foram gentilmente doadas pela Dra. Lucy M. Anderson aos
cuidados de sua técnica Janet Fields do Laboratdrio de Carcinogenese Comparada, do
Instituto Nacional do Cancer (Fredericks - EUA). Sendo uma linhagem ndo tumoral - E10
(variante ndo transformada) (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. A), utilizada
omo controle dos experimentos e uma linhagem tumoral - E9 (variante transformada)
(Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada. B) que foram cultivadas seguindo a

etodologia descrita abaixo neste tema.
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Figura 6 - Células de pulmao de camundongo.

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: A - Célula ndo tumoral de pulmdo de camundongo (E10); B — Célula tumoral de pulmdo de

camundongo (E9) (0,15pum/px — objetiva 20x).
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Estas linhagens de células E 10 e E9 inicialmente foram chamadas de NAL-1A, que
foram explantadas de pulmdo de camundongos BALB-c e cultivadas. As células E10
(variante ndo transformada) sdo clones das NAL-1A, ja as células E9, sdo células (siblings
pairs) que foram transformadas espontaneamente. Esta transformacdo espontanea
ocorreu apds cultivarem as células originais NAL-1A, com dexametasona, (medicamento
pertencente a classe dos corticosteroides que apresenta acdao anti-inflamatéria e
imunossupressora) com isso, o crescimento da maioria das células foi inibido, restando
apenas algumas células mais resistentes que sobreviveram e estas, foram cultivados e

caracterizados como células tumorais (variante transformada) (MALKINSON et al., 1997).

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi dividido em dois experimentos sendo eles independentes.

Para o primeiro experimento — “Avaliacao in vitro da presenca de células-tronco
cancerosas a partir de modelo murino de células de pulmao”, foi realizado a padronizacao
do cultivo celular a partir da utilizacdo das duas linhagens de células de pulmdo de
camundongo, linhagem ndo tumoral E10 (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. A) e
linhagem tumoral E9 (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. B). Para cada teste
foram utilizadas diferentes quantidades de células, devido aos diferentes tamanhos de
placas de cultivo utilizadas para os diferentes testes, como o teste de tempo de
duplicacdo (Doubling Time); andlise morfoldgica, utilizando marcacdo por Faloidina;
migracao, utilizando o método de Scratch wound; Invasdo utilizando a método de
Transwell e Citometria de Fluxo, para andlise da atividade enzimdtica de ALDH (Figura 7) e
as analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 5.0

(GraphPad, EUA).
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Figura 7 - Esquema ilustrativo - Experimento 1.

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: 1 - Células E10 e E9 em cultivo, utilizadas para todos os experimentos, sendo: 2 — Teste de tempo

de duplicacdo do ciclo celular; 3 — Analise morfoldgica; 4 — Teste de migragdo; 5 — Teste de invasao.

Para o segundo experimento - “Avaliacdo do extrato etandlico bruto (EEB) e suas
fra¢bes: butandlica (BUF) e aquosa (FAQ) de guarand, sobre a populacdo de CTCs em
células tumorais — E9”, primeiramente foi preparado o extrato bruto (EEB) e as fracGes
butandlica (BUF) e aquosa (FAQ) do guarana. Apds ter o extrato e as fracdes, foi
analisada a citotoxicidade destes sobre as duas linhagens E10 e E9, utilizando o teste

colorimétrico de MTT, para encontrar a dose de inibicao de 50% da viabilidade celular
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(Figura 8 - Esquema ilustrativo — Experimento 2Figura 88 — B, C e D), para posterior analise
da expressdo génica de 18s, ABCG2, ALDH1a1 e CK18, utilizando RT-PCR (Figura 88 - E, F, G
e H) e as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0

(GraphPad, EUA).

Figura 8 - Esquema ilustrativo — Experimento 2

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2014

Legenda: A — Células em cultivo utilizadas para os dois experimentos (B, C e D - Teste colorimétrico) e (E, F,
G e H - Extracdo de RNA e RT-PCR); B - plaqueamento das células para teste colorimétrico - MTT em placas
de 96 pogos; C - placa apds 48 horas de tratamento com o guarand + MTT; D - cristais de formazan sendo
solubilizados para finaliza¢do do teste de MTT e leitura da absorbancia; E e F - Extracdo de RNA utilizando o

reagente Trizol; G e H — preparagao da cDNA, para realizagdo da RT-PCR.
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5.4 EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO IN VITRO DA PRESENCA DE CELULAS-TRONCO
CANCEROSAS A PARTIR DE MODELO MURINO DE CELULAS DE PULMAO.

5.4.1 Cultivo celular

As células (E10 e E9) foram mantidas em nitrogénio liquido até sua utilizacdo. O
processo de descongelamento foi feito mantendo o «criotubo a 37°C até o
descongelamento parcial do conteddo, sendo entao rapidamente homogeneizado com
dez volumes de meio de cultivo CMRL1066 (GIBCO - Invitrogen - Carlsbad, CA, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2% de Glutamina (Glutamax - GIBCO -
Invitrogen — Carlsbad, CA, USA) e 1% de Antibidtico (10.000 U/mL Penicillin e 10.000 pg/ml
Streptomycin - Invitrogen - Carlsbad, CA, USA). Estas foram centrifugadas a 250g por 5
minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi re-suspendido em meio
de cultivo, idem ao mencionado acima, entdo foram colocadas em garrafas de cultivo e
mantidas em estufa a 37°C com atmosfera imida com 5% de CO,. Ao atingirem 80% de
confluéncia eram tripsinizadas da garrafa com solucdo de tripsina 0,05% (Trypsin-EDTA
(0.5%), no phenol red - Invitrogen — Carlsbad, CA, USA) a 37°C por aproximadamente 5
minutos. Posteriormente, as células eram lavadas em dez volumes de meio de cultivo e
contadas. Para a contagem das células, 10 pl da suspensdo celular eram diluidos em 10 pl
de solucdo de Azul de Tripan 0,025% (Invitrogen - Carlsbad, CA, USA) e colocados em
camara de Neubauer para contagem e verificacdo da viabilidade celular em aumento de

100x em microscopio optico comum.

5.4.2 Tempo de duplicacao celular

Cerca de 3x10* células foram plaqueadas em placas de 6 pocos e mantidas em

estufa umidificada a 37°C a 5%CO,. A cada 24 horas as células eram tripsinizadas e
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contadas em camara de Neubauer, utilizando azul de tripan. Este procedimento foi
realizado sempre no mesmo horario, durante seis dias, analisados nos tempos de 0, 24,
48, 72, 96 e 120 horas e o cdlculo do tempo de duplicacdo foi realizado utilizando o
software online “Doubling Time Online Calculator” (Disponivel em 16/11/2015:

http://www.doubling-time.com/compute.php).

5.4.3 Analise morfolégica celular através de marcagao com faloidina

Cerca de 2x10* células foram cultivadas em placa de 96 pocos e foram mantidas em
estufa umidificada a 37°C a 5%CO,. Apds 24h o meio de cultivo foi retirado, os pocos foram
lavados 2x com tampdo fosfato 1x pH7,4 (PBS1x), logo em seguida as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4% (PFA4%) por 30 minutos, foram novamente lavadas
com PBS1x, depois foi adicionado faloidina [1:100] (Phalloidin Atto 565 — Sigma Aldrich) e
mantido por 30 minutos no escuro em temperatura ambiente, apds este passo, 0s pocos,
foram novamente lavados com PBS1x, em seguida foi adicionado DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole - ThermoScientific — Carlsbad, CA, EUA) [2pug/mL] por 15 minutos no escuro
em temperatura ambiente, depois foram novamente lavadas com PBS1x e para finalizar e
manter por mais tempo a fluorescéncia, foi adicionado uma solu¢do de 2 gotas de
ProLong (ProLong Antifade Reagent for Fixed Cells - (ThermoScientific — Carlsbad, CA, EUA))
por mL em PBS1x e mantido no escuro a 4°C até serem analisadas em microscépio

invertido (ZEISS - Axio Vert A1) e fotografado com a camera acoplada (Axio Can 503).

5.4.4 Teste de migracao - Scratch wound

Foram plaqueadas para este teste, 1x10° células em placas de 6 pocos e mantidas
em estufa umidificada a 37°C a 5%CO,. Apds atingir 100% de confluéncia, o meio foi
retirado e adicionado um meio isento de soro fetal bovino, em seguida foram novamente

mantidas em estufa umidificada a 37°C a 5%CO,, por mais 24 horas, depois, com o auxilio


http://www.doubling-time.com/compute.php
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de uma ponteira de 100pL estéril, foi feito um risco “Scratch Wound” no centro do poco
(figura 9), o meio com o excesso de células soltas foi retirado, um meio novo isento de
soro fetal bovino foi adicionado, as células foram analisadas em periodos de 2, 4, 6, 8, 10,
12, 24, 48, 72 e 96 horas, utilizando um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100 — Japao)

e fotografadas com uma camera digital acoplada (Nikon DS-Ri1 - Japdo).

Figura 9 — Esquema ilustrativo do método utilizado para a técnica de Scratch Wound

Fonte: (HULKOWER; HERBER, 2011)

Legenda: (A) poco com 100% de confluéncia das células; (B) modelo de como fazer o risco com uma

ponteira estéril; (C) Scratch wound pronto; (D) Células migrando e diminuindo o espaco do Scratch wound

Para calcular o tempo de migracdo e fechamento completo do Scratch, foi utilizado
o método descrito por “BUACHAN e colaboradores, 2014” (férmula 1) onde se calcula a

porcentagem de confluéncia entre as horas analisadas,
(% Confluéncia do Scratch = (A+ B) X 100% + A) (1)

como mostra a Figura 1010. Para realizar os cdlculos, as medidas dos Scratch, foram feitas

com o software ImageJ.

Figura 10 — Modelo utilizado para calcular o tempo de fechamento do Scratch



39

Fonte: (BUACHAN; CHULAROJMONTRI; WATTANAPITAYAKUL, 2014)

Legenda: Método utilizado para calcular a porcentagem de confluéncia para fechamento do Scratch

Wound, podendo estimar o tempo de migracdo das células.

5.4.5 Teste de invasao - Transwell

As células E10 e E9 foram cultivadas como citado anteriormente, porém, 24 horas
antes de plaqued-las na placa de Transwell (Corning® Costar® Transwell® - Sigma Aldrich),
o meio completo foi retirado e um novo, livre de soro fetal bovino foi adicionado. Para
este experimento, todo o material que foi utilizado como, a ECM Gel (Sigma Aldrisch,
E1270), placa transwell com os insertos, foram mantidos na geladeira 12 horas antes do
seu uso. A ECM Gel foi diluida [1:10] em PBS1x, 100pul foram adicionados aos insertos
(figura 11 A) e a placa foi levada a incubadora de CO, por 4 horas para polimerizacdo do
gel. Apds este periodo, as células foram tripsinizadas, 100 pl de meio sem soro fetal
bovino contendo 3x10* células, foram adicionadas no inserto sobre a ECM gel (figura 11 B),
600ul de meio contendo 10% SFB foi adicionado no compartimento abaixo do inserto e a
placa foi mantida na incubadora de CO, por 24 horas. Apds 24h, com o auxilio de uma
pinca, os insertos foram retirados dos po¢os, lavados com PBS1x, o excesso de ECM gel foi
retirado com o auxilio de um swab, deixando apenas as células que invadiram para a
parte de baixo do inserto (figura 11 C e D). Estas células foram fixadas por 10 minutos em
Glutaraldeido (Synth - Brasil) 5% diluido em PBS1x, depois foram lavadas em PBS1x,
coradas por 2 minutos em Cristal Violeta (Synth - Brasil) 1% diluida em etanol 2%. Feito isso,
os insertos foram lavados novamente em PBS1x para retirar o excesso do corante, entao
foram analisados utilizando um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100 - Japdo) e
fotografados com a camera digital acoplada (Nikon DS-Ri1 — Jap&o). As fotografias foram
tiradas nos pontos em que continham células seguindo o esquema da mostrado na figura

12, todas as células foram contadas utilizando o software ImageJ.
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Figura 11 - Esquema ilustrativo do método utilizado para o teste Transwell

Fonte: (HULKOWER; HERBER, 2011)

Legenda: (A) Poco da placa de Transwell com inserto e ECM gel; (B) células inseridas no inserto; (C) células

invadindo a ECM gel e o inserto; (D) inserto apenas com as células que invadiram.

Figura 12 — Esquema ilustrativo utilizado para contagem das células.

Fonte: ROCHETTI. A. L, 2015

Legenda: Esquema indicando o método utilizado para capturar as imagens onde continham as células, para

posterior contagem das células que invadiram os insertos.
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5.4.6 Analise da atividade enzimatica de ALDH em CTCs através de citometria de fluxo

Para analisar através de citometria de fluxo a atividade da enzima Aldeido
Desidrogenase presente nas células-tronco cancerosas (figura 13), utilizamos o reagente

ALDEFLUOR (ALDEFLUOR™ Kit, Stem Cell Technologies, EUA).

Figura 13 — Esquema ilustrativo da comparacdo da atividade enzimatica de ALDH entre

uma célula regular e CT ou CTC

Fonte: LOCT, 2010

Legenda: Atividade da enzima aldeido desidrogenase presente nas diferentes células, indicando a baixa

atividade da enzima em células normais e alta atividade em células-tronco e células-tronco cancerosas.

Para isso, as células foram cultivadas conforme descrito acima e foi seguido o
protocolo do fabricante, onde para cada amostra foi feito um tubo “controle” e um tubo
“teste”. Para cada tubo “teste”, foi colocado 1x10° células por mL em tampao Aldefluor
assay buffer (kit ALDEFLUOR), acrescentado spuL/mL do reagente “Substrato Ativado
ALDEFLUOR” (kit ALDEFLUOR). Logo em seguida, 500puL desta solucdo, foi transferido ao
seu respectivo tubo “controle”, onde continha suL/mL de DEAB “inibidor do substrato
ativado Aldefluor” (kit ALDEFLUOR) e estes tubos foram imediatamente mantidos em
banho-Maria a 37°C por 45 minutos, sendo homogeneizados a cada 5 minutos. Apds o
tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 250g, a 4°C, por 5 minutos, o

sobrenadante foi descartado, o pellet foi re-suspendido em tampao Aldefluor assay buffer
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(kit ALDEFLUOR), foram mantidos no gelo até realizar a andlise por citometria de fluxo e 5
minutos antes de realizar a andlise, foi adicionado Hoechst 33342 [1opg/mL]. Entdo estas
células foram separadas em duas populacdes, alta (ALDHHigt) e baixa (ALDHLow) atividade
enzimatica, utilizando o sistema de Gates para selecao das popula¢des desejadas, onde
primeiramente as células analisadas, cerca de 10.000 eventos, sdo separadas de acordo
com sua granulosidade (Side Scatter — SSC) e seu tamanho (Foward Scatter — FSC) (SSC-A
x FCS-A), depois foi feito a exclusdo de células mortas através do corante Hoescht 33342
(SSC-A x Hoechst-A), exclusdo de doublets utilizando os parametros (FSC-H x FSC-A) e por
ultimo foram selecionadas as células positivas para ALDH utilizando os parametros (SSC-A
X FITC-A). Depois de separadas, estas células foram centrifugadas a 250g, 5 minutos a 4°C,
re-suspendidas em meio de cultivo com 5% SFB ou, o pellet era rapidamente congelado

em N,L, para posterior extracao de RNA total e andlise de expressao génica.

5.4.7 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos experimentos de migracao, invasdo e citometria de
fluxo), foi utilizado o Teste T de Student através do software GraphPad Prism 5.0

(GraphPad, EUA). Foi considerado p<0,05 para analise de significancia.

5.5 EXPERIMENTO 2 — AVALIACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) E SUAS
FRACOES: BUTANOLICA (BUF) E AQUOSA (FAQ) DE GUARANA, SOBRE A POPULACAO
DE CTCs EM CELULAS TUMORAIS - Eg.

5.5.1 Preparo do extrato etandlico bruto e suas fra¢6es butandlica e aquosa

O Guarana, Paullinia cupana (P.c.), moido, foi gentilmente doado pelo Pesquisador

André Luiz Atroch da EMBRAPA Amazdnia Ocidental (Manaus — AM). Para preparar o
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extrato e suas fra¢des, 10g de Guarang, foram diluidos em 500mL de Alcool Etilico 70%
(Synth - Brasil) e mantido por 48 horas em temperatura ambiente. Apds 48h de
incubacao, foi passado por um sistema de filtracdo a vdcuo e posteriormente o etanol
removido por destilacdo sob pressdo reduzida (TE-211, Rotary Evaporador — Tecnal, Brasil),
onde foi possivel recuperar 110mL do extrato etandlico bruto (EEB). Uma parte deste
extrato (20mL) foi congelada para posterior liofilizacdo, a outra (9omL) foi diluida na
proporc¢do 1:1 em butanol e mantida por 48 horas a 4° C. As fracdes butandlica (BUF) e
aquosa (FAQ) foram separadas com o auxilio de um funil de separacdo, depois passaram
pelo processo de destilacdo sob pressdo reduzida e posteriormente foram liofilizados (L-

202, Lyophilizer - Liotop, Brasil) (figura 14).

Figura 14 - Esquema ilustrativo para preparacao do EEB, BUF e FAQ do guarana.

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2014

Legenda: A — guarana em pd para ser pesado; B — guarana diluido em alcool etilico 70%; C — sistema utilizado
para filtragdo a vacuo; D e G — rotoevaporador; E e F - dilui¢do e separagdo das fragdes butandlica e aquosa;

H - Liofilizador.
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5.5.2 Teste de citotoxicidade e ensaio colorimétrico por MTT

Para determinar a citotoxicidade do extrato etandlico bruto (EEB) e de suas fracdes
Butandlica (BUF) e Aquosa (FAQ), foram realizados para cada tratamento e para cada
célula, teste em triplicata, sendo testes independentes, onde 100opuL contendo 2x10°
células, foram plaqueadas em placas de 96 pocos e mantidas em uma incubadora com
temperatura controlada e atmosfera umidificada (37°C e 5%CO,). Apds 24 horas de
incubacdo, todo o meio foi retirado e oito diferentes concentra¢ées (da menor para a
maior concentracdo) dos extratos foram adicionadas e os extratos foram diluidos de
forma seriada [1:1], tendo as concentragées entre [2,5mg/mL - 0,0195mg/mL] (figura 15) e

as células foram incubadas por 48 horas.
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Figura 15 — Esquema ilustrativo Teste de citotoxicidade do guarand por MTT.

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Apbs 48 horas, a viabilidade das células foi analisada utilizando o ensaio

colorimétrico de MTT, (Thyazolyl Blue Tetrazolium Bromide - Sigma Aldrich). O MTT foi
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diluido em meio de cultivo DMEM (GIBCO - Invitrogen - Carlsbad, CA, USA) em uma
concentracdo de smg/mL. Depois de diluido, 1opL foi adicionado por poco e as células
foram novamente incubadas por 2 horas. Depois de 2 horas, o meio de cultivo foi retirado
por inversao até que os pocos estivessem totalmente secos, entdo foi adicionado 10opL
da soluc¢do (Alcool Isopropilico + 0,04N HCI) (Synth - Brasil), para dissolver os cristais de
formazan, que foram formados através da metabolizacdo do sal MTT pelas mitocondrias
das células ativas (figura 15). Os resultados foram analisados utilizando o equipamento
FLUOstar OPTIMA e os cdlculos para encontrar a concentragdo de inibi¢ao de 50% da

viabilidade celular (IC50) foram feitos através do GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, EUA).

5.5.3 Extracao de RNA e PCR em tempo real (RT-PCR)

Para analisar a expressao génica, foram utilizadas as células E9, antes e pds-tratadas
com a IC50 de P.c. BUF. Para isso, foram plaqueadas 10° células em garrafas para cultivo
T25, em duplicata (sendo 2 controles e 2 para IC50 de P.c. BUF), incubadas por 24h, depois
disso, o meio foi descartado e um novo meio foi adicionado, contendo a concentracdo de
IC50 do BUF e foram incubadas por mais 48h. Apds 48h, o meio foi retirado e aliquotado
em um tubo falcon de 15mL, as células foram tripsinizadas, recuperadas com o mesmo
meio, centrifugadas a 250g por 5min, o meio foi descartado e o pellet de células foi lavado
com PBS1x, centrifugado novamente e o pellet foi congelado a -20°C até a extracao de

RNA.

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o reagente Trizol (TRI Reagent - Sigma
Aldrich), seguindo protocolo do fabricante. Apds a extracdo, todas as amostras foram
quantificadas utilizando o NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoScientific -

Carlsbad, CA, EUA) e mantidas em freezer -80°C até a realizacdo da RT-PCR.

Porém, antes de fazer a RT-PCR, as amostras foram tratadas com DNAse (Ambion -
Life Technologies — Carlsbad, CA, EUA), em seguida foi feito a cDNA utilizando o kit para
Transcricdo Reversa High Capacity (Life Technologies — Carlsbad, CA, EUA), seguindo

protocolo do fabricante e depois foi realizada a RT-PCR com o equipamento StepOne™
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Real Time PCR (Applied Biosystems — Carlsbad, CA, EUA) utilizando os primers 18s, ABCG2;
ALDH1A1; e CK18 (Tabela 2).

Tabela 2 - Primers utilizados na realizagao das RT-PCRs.

18s FW CCTGCGGCTTAATTTGACTC

18s RV CTGTCAATCCTGTCCGTGTC

ABCG2 FW TGGACTCAAGCACAGCGAAT
ALDH1A1 FW CCATCACTGTGTCATCTGCTC
ALDH1A1 RV GGCTGACAACATCATATAGCAGTTA
ABCG2 RV CGGAAGCCAGTAAGGTGAGG

CK18 FW GGGGCCACTACTTCAAGATCA

CK18 RV GGCGCATGGCTAGTTCTGTC

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Desenho dos primers indicados no sentido 5’ - 3’.

5.5.4 Andlise estatistica

Para analisar a citotoxicidade de Paullinia cupana e calcular a concentra¢ao de
inibicao de 50% da viabilidade celular, foi utilizado o método de regressao nao linear e
para analisar a expressao génica através de RT-PCRs, primeiramente foi avaliado se os
dados apresentavam distribuicdo normal pelo teste F. Os que apresentavam distribuicao
normal foram analisados com teste paramétrico T de Student e os que ndo apresentavam
distribuicao normal, foram analisados com o teste de Mann-Whitney. Todas as andlise
foram feitas através do software GraphPad Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA). Foi

considerado p<0,05 para analise de significancia.



6 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1 - AVALIACAO IN VITRO DA PRESENCA DE CELULAS-TRONCO

CANCEROSAS (CTCS) A PARTIR DE MODELO MURINO DE CELULAS DE PULMAO

5.1.1 Tempo de duplicacao celular

48

Através deste teste, obteve-se o tempo de duplicacdo das duas linhagens

analisadas. Onde foi observado que este tempo é bem prdéximo, levando menos de 24

horas para completar um ciclo. Como mostra a tabela abaixo, apds calcular a quantidade

de células presentes nos pocos durante um periodo de 120 horas, sendo a contagem das

células feita sempre no mesmo horario, a cada 24 horas, as células ndao tumorais E10,

levaram aproximadamente 23 horas para completar um ciclo, ja as células tumorais E9 em

completam um ciclo em apenas 19 horas. Sendo assim, como os experimentos seguintes

foram realizados em no maximo 48 horas, o tempo de duplicacdao ndo implicaria nos

resultados, pois em 48 horas, tanto as células nao tumorais quanto as tumorais, teriam

dado apenas dois ciclos completos.

Tabela 3 - Tempo de duplicacao das linhagens E10 e E9.

Células/Horas oh 24h 48h 72h 96h 120h Tempo de Duplicag¢do
E10 x 10* 3 2,1 7,1 22,75 44 80 23,19h
E9 x 10* 3 6 21,3 79,25 216 392 19,08h

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Contagem das células realizada sempre no mesmo hordrio, a cada 24 horas, por um periodo de

120 horas.
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5.1.2 Analise morfolégica das células

Ao analisar morfologicamente o citoesqueleto das células, através da marca¢ao dos
filamentos de actina utilizando Faloidina - em verde e o ntcleo marcado com DAPI — em
azul (figura 16 A e B), pode-se notar que hd diferenca morfoldgica entre as duas linhagens
de células. As células ndo tumorais E10, apresentam os filamentos de actina de maneira
organizada (figura 16 A), onde é possivel observar estes filamentos (em verde) dispostos
paralelamente, ja, as células tumorais E9, a apresentacdo destes filamentos encontra-se
de forma desorganizada com a presenca de pontos, que sao formados devido a perda de

proteinas de adesdo gerando um aglomerado de fibras (figura 16 B - seta vermelha).
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Figura 16 — Diferenca morfoldgica entre as linhagens E10 e E9 com relacado a disposi¢ao

dos filamentos de actina presentes no citoesqueleto.

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Filamentos de actina marcados com FALOIDINA - em verde; e ntcleo corado com DAPI — em azul.
A - célula ndo tumoral — E10, apresentando os filamentos dispostos paralelamente e de maneira
organizada; B - célula tumoral - E9, filamentos desorganizados com a presenca de pontos — aglomerados

de fibras, (seta vermelha). Imagens capturadas em aumento de 400x (*0,11um/px — objetiva de 40x)
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5.1.3 Teste de migra¢ao - Scratch Wound

Apds 26 horas do inicio do teste, foi analisada a porcentagem de confluéncia para

fechamento do Scratch utilizando o Teste T de Student e como mostra o

Gréfico 5, as células tumorais E9 apresentaram maior motilidade e rapidez para o
fechamento total do Scratch que as células ndo tumorais E10 (p=0,0028) e na figura 17, é
possivel observar esta diferenca, onde as células ndo tumorais - E10, no tempo analisado
de 26 horas ainda havia um espaco em aberto do Scratch (figura 17 - A e B), enquanto as
células tumorais — E9 neste mesmo tempo ja estava praticamente fechado por completo

o Scratch (figura 17 - Ce D).

Grafico 5 - Andlise do tempo de migracdo, comparando os tempos de 0 (zero) horas e 26

horas

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Houve diferenca significante de p=0,0028, em rela¢do ao o tempo de fechamento do Scratch,

comparando as duas linhagens de células Eo1 e E9.
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Figura 17 — Migragdo das células e fechamento do Scratch wound

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Distancias dos Scratch wound medidos em pixels e analisados em dois tempos diferentes, sendo
T= 0 (zero) hora (imagens A e C) e T= 26 horas (imagens B e D), onde A e B representam as células E1o e Ce

D representam as células E9. Imagens capturadas em aumento de 40x (* 0,76pum/px — objetiva 4x)

5.1.4 Teste de Invasao - Transwell

Através deste experimento, analisou a capacidade das células em digerir uma matriz
extracelular (ECM gel), invadir e passarem para um novo local, no caso o inserto
(Transwell), onde as células tumorais E9 (figura 18 B) apresentam maior capacidade de

invasdo que as células ndo tumorais E10 (figura 18 A), além de invadirem em grupos de
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células. Ao comparar estatisticamente a quantidade de células E10 e E9 que foram
capazes de invadir a matriz extracelular e passaram para a parte de baixo do inserto,
obteve-se uma diferenca significante, indicando que hd um aumento (p=0,0043) na
quantidade de células tumorais capazes de digerir e invadir a matriz extracelular, como

mostra o Grafico 6.

Figura 18 — Diferenca entre a quantidade de células E10 e E9 capazes de invadir a ECM gel-

Transwell

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015
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Legenda: A — Célula ndo tumoral E10; B — Célula tumoral E9. Imagens capturadas em aumento de 100x, onde

se observa as células que foram capazes de invadir a matriz extracelular (* 0,30pum/px — objetiva de 10x).

Grafico 6 — Comparagdo da capacidade de invasao apds teste de Transwell

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Observa-se um aumento significante (p=0,0043), quanto ao numero de células tumorais, que

invadiram e atravessaram a ECM gel.

5.1.5 Analise da atividade enzimatica de aldeido desidrogenase nas CTCs através de

Citometria de Fluxo

Através da andlise realizada por citometria de fluxo, onde foi avaliada a atividade
enzimatica de ALDH presente nas células E10 e E9, observou-se que as células E10
apresentam cerca de 6x menos células como alta atividade de ALDH que as E9 como
identificado na Tabela 4, onde para cada 100.000 eventos, ou seja, para cada 100.00
células analisadas, a linhagem ndo tumoral E10 apresentou em média, apenas 1% de
células com alta atividade de ALDH, ja a linhagem tumoral E9, apresentou cerca de 7% de

células com alta atividade de ALDH.
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Tabela 4 — Porcentagem de células ALDH positivas presentes em E10 e E9

T1 T2 T3 Média/DVP
N° de eventos adquiridos 100.000 100.000 100.000
E10 0,81 0,87 1,85 1,18 £ 0,5
E9 8,1 5,81 7,52 7,15 £1,0

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: T1, T2 e T3, sdo os valores referentes a cada uma das triplicatas, quanto as porcentagens de

células ALDHHigh. DVP - desvio padrdo.

Estes dados também estdo demonstrados na figura 19 (A, B, C e D), onde na figura
19 A (célula E10) e C (célula E9) encontram-se os controles da reacdo onde foi utilizado o
reagente DEAB (inibidor do ALDEFLUOR), com isso, no Gate R-4 — (Gate onde estdo sendo
analisadas as células positivas para ALDH) encontram-se vazios, tendo 0% de células. Na
figura 19, B (célula E10) e D (célula E9), estdo as amostras sem o inibidor, ou seja, positivas
para o ALDEFLUOR, sendo entdo possivel analisar as células com alta atividade de ALDH,
como mostra no Gate R-4 (figura 19 B) 0,81% de células E10 positivas para ALDH e no Gate
R-4 (figura 19 D) 8,11% de células E9 positivas para ALDH e, ao analisar estes dados
estatisticamente, observou-se que houve um aumento significante (p=0,0015) na
quantidade de células ALDH positivas oriundas das células tumorais E9 como mostra no

grafico 7.



Figura 19 — Andlise da atividade de ALDH presentes em células E10 e E9

(Continua)

56



Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

(Conclusao)
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Legenda: Andlise da atividade de ALDH, presentes nas células E10 (A e B) e E9 (C e D), indicando populagGes
de possiveis CTCs. (A e C) controle utilizando “DEAB”; (B e D) positivas para o reagente ALDEFLUOR. Nos
Gates R1, mostram os 10000 eventos adquiridos analisando tamanho e complexidade; nos Gates R2, estdo
apenas as células negativas para Hoechst, utilizado para exclusao das células mortas; nos Gates R3 indicam

as single cells, por exclusdo de doublets; e nos Gates R4, estdo as células ALDH positivas.

Grafico 7 - Andlise da atividade enzimatica de ALDH presente nas células E10 e E9 por

Citometria de fluxo

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Houve uma diferenca significante de p=0,0015, quando comparada a popula¢ao de células ALDH

positivas presente nas duas linhagens, utilizando Test T de Student.
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5.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB) E FRACOES
BUTANOLICA (BUF) E AQUOSA (FAQ) DE PAULLINIA CUPANA, SOBRE A POPULACAO
DE CTCS DAS CELULAS TUMORAIS E9

5.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade do EEB, BUF e FAQ de Paullinia cupana (P.c.)

Foram avaliados os efeitos citotdxicos do EEB e suas fra¢cdes BUF e FAQ nas duas
linhagens de células E10 e E9, sendo feitos em triplicatas e os dados analisados no
software GraphPad Prism 5.0. Através deste experimento, encontrou-se a concentragao

de inibicdo de 50% da viabilidade das células (IC50) (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores da concentracdo de inibicdo de 50% da viabilidade celular (IC50), apds

tratamento com Paullinia cupana.

Linhagens de Extrato Etandlico Bruto Fracdo Butandlica  Fragdao Aquosa
Células (EEB) pg/mL (BUF) pg/mL (FAQ) pg/mL
E10 550,5+9 285,6 + 33 899,7 + 16
E9 356,6 + 12 221,2+8 355,5+3

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Média e desvio padrdo das IC50 em [pg/mL] dos respectivos extratos.

Ao comparar as células apds serem tratadas com os extratos, obteve-se um efeito
dose-dependente e todos os extratos apresentaram efeito menos citotdxico nas células
ndo tumorais E10, sendo mais citotéxico nas células tumorais E9 (Figura 20 A, B e Q).
Como apds fazer a leitura de absorbancia das placas utilizando o equipamento FLUOStar
foi observado que na maior concentracdo do extrato [2,5mg/ml], devido a sua coloracdo
escura, houve muita interferéncia na leitura, estes dados foram retirados das andlises,

sendo assim as analises feitas a partir da segunda maior concentracdo [1,25mg/mL].
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Figura 20 - Avaliacao da citotxicidade do Extrato de Paullinia cupana e das fragdes

butandlica e aquosa

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2014

Legenda: Andlise do efeito citotdxico e dose-dependente do extrato e suas fra¢oes, entre as duas linhagens
de células E10 e E9. A — Extrato Etandlico Bruto de P.c. (EEB); B — Fra¢do Butandlica (BUF); Fracdo Aquosa
(FAQ). Cada ponto da curva da regressdo ndo-linear corresponde a uma concentra¢do diferente dos
extratos, sendo o ponto inicial o controle e os demais seguem a diluicdo seriada [1:1] da menor

concentragdo [0,0195mg/ml] até o ultimo ponto com [2,5mg/ml].

Apds encontrar a fracao que apresentou melhor efeito sobre as células tumorais,
como no caso a fracdo butandlica, por apresentar menor concentracdo de extrato
necessario para atingir 50% da viabilidade celular, sendo necessario apenas 221,2pg/mL, j3,
para o extrato bruto seria necessdrio 356,6pug/mL e para a fracdo aquosa com
355,5ug/mL, como demonstrado na tabela 5, foi entdo realizada a analise da expressao

génica.
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5.2.2 Analise da expressao génica

A expressdo génica foi analisada comparando as células E9 sem tratamento e pds-
tratamento com a concentracdo de inibicdo de 50% da viabilidade celular (IC50) para a
fracdo butandlica, fracdo que apresentou maior eficiéncia no tratamento das células
tumorais. Com isso, pode-se observar que apds o tratamento com a IC50 houve uma
diminuicdo da expressdo dos genes ABCG2 e ALDH1A1, comparados ao controle
enddgeno utilizado (18s), apresentando valores significantes para p<0,05 e ao comparar o
controle enddgeno com o gene CK18, ndo houve diferenca significante tendo p>0,05

como mostra o Grafico 8.

Grafico 8 — Quantificacao relativa da expressao génica por RT-PCR em células E9

Fonte: ROCHETTI, A.L. 2015

Legenda: Andlise utilizando o método de Pfaffl, (2001), para quantificacdo relativa da expressdo génica, nas
células E9 pds-tratamento com IC50 — BUF. (*) valor significante para p<0,05. ABCG2 - p=0,0286; ALDH1A1 -

p=0,0286.
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Na Tabela 6, encontram-se os valores das médias e dos desvios padrdo de CT, ACT, e
o LOG2 da razao de quantificacdo relativa, que foram utilizados para fazer a andlise

estatistica seguindo o método descrito por Pfaffl (2001).

Tabela 6 — Andlise da expressao génica para os genes 18s, ABCG2, ALDH1A1 e CK18 em

células Eog.
E9 CTRL E9 BUF
CT18s 11,4 £ 1,1 12,5 + 0,6
CT ABCG2 25,2 +1,2 30,1+2,4
ACT (18s-ABCG2) -13,8 £ 0,1 17,7 £1,8
LOG2 -0,8 + 0,1 0,9 £ 0,1
CT ALDH1A1 26,8 £1,3 32,0 2,5
ACT (18s-ALDH1A1)  -15,4 £ 0,2 -19,6 £ 1,9
LOG2 -1,7 £ 0,1 -0,1% 0,1
CT CK18 19,9 0,8 22,0+1,8
ACT (18s-CK18) -8,5+0,3 -9,6 £1,2
LOG2 -1,0 = 0,1 0,6 + 0,0

Fonte: ROCHETTI, A. L. 2015

Legenda: Células E9 (CTRL - controle sem tratamento e BUF — pds tratamento com o valor de IC50 da

fracdo butandlica de P.c.). Andlise utilizando o método descrito por Pfaffl (2001).

Ao analisar todos estes dados da expressao génica, pode-se dizer que o guarana
apresentou efeito agindo sobre as CTCs, devido a diminuicdao da expressdao dos genes
ABCG2 e ALDH1a1, que sdo altamente expressos em células-tronco cancerosas e que as
células analisadas se mantinham vidveis, devido a ndo altera¢do da expressao de CK18,

que é bastante importante para manter a integridade celular.
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6 DISCUSSAO

O cancer de pulmao esta entre um dos maiores causadores de morte por cancer no
mundo (SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; JEMAL, 2015), apesar de todos os estudos ja
realizados indicando os mais provaveis causadores desta neoplasia e de todos os estudos
visando melhoria dos tratamentos sejam eles, convencionais como quimioterapia e
radioterapia, ou terapias alvos, ou até mesmo a juncdo deles, o indice de incidéncia e
mortalidade devido aos canceres de pulmdo ainda é bastante elevado (GORELIK;
LOKSHIN; LEVINA, 2010; WU; CHEN; WANG, 2012) e a resisténcia as terapias
convencionais, ainda € um grande problema para a medicina e as CTCs podem ser as
responsdveis por essa resisténcia em neoplasias pulmonares (GORELIK; LOKSHIN;
LEVINA, 2010). Devido a isto neste trabalho buscou-se validar a presenca de populacbes
de células-tronco cancerosas, a partir de cultivo in vitro de células de pulmao de
camundongo, visando posterior possibilidade de ter estas células como alvo para

avaliagao rapida de substancias antitumorais.

Com isso, primeiramente foi necessario realizar uma recaracterizagdo morfoldgica
das linhagens estudadas onde foi observado que as células E10 e E9 mantinham suas
caracteristicas iniciais de células ndo tumorais e tumorais respectivamente, como
caracterizado por MALKINSON e colaboradores (1997). Esta recaracterizacdo foi possivel
devido a observacdo da disposicao dos filamentos de actina, que estdao presentes no
citoesqueleto das células, responsaveis pelo crescimento e divisao, sustentacao e
mobilidade celular (JORDAN; WILSON, 1998), onde as células ndo tumorais devem
apresentar os filamentos dispostos de maneira organizada paralelamente, chamado de
stress-fiber e as células tumorais devem apresentar os filamentos de maneira
desorganizada, tendo a presenca de pontos com aglomerados de fibras, este mesmo
aspecto foi observado por MALKINSON e colaboradores (1997), ao caracterizar as células
E10 e E9, como também foi observado por OLIVEIRA, R. M (2000), quando comparou uma
linhagem de célula ndo tumoral de fibroblasto de figado de rato BRL3A, com duas
linhagens de células tumorais, A549 (carcinoma de pulmdo humano) e HK2 (indculos de

HK1 — carcinoma de células grandes de pulmdo). Esta presenca de pontos com
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aglomerados de fibras é devido a perda de proteinas de adesdo e polariza¢dao da actina,
que estao relacionadas com a capacidade das células tumorais fazerem migracao, invasao

e metdstase (JORDAN; WILSON, 1998).

Corroborando com estas observacdes, estao os dados obtidos no presente estudo,
através das metodologias de Scratch wound e Transwell, onde as células tumorais E9,
apresentaram uma maior velocidade no tempo de migracao e fechamento do scratch e
também um maior grau de invasividade que as células ndo tumorais. Isto é possivel,
devido a presenca de estruturas ou protrusdes que sao chamadas de lamelopodia e
filopodia, que apresentam interacdo com a matriz extracelular, diferentes proteinas de
sinalizacdo, estruturais, como actin-binding proteins (ABP), além da presenca dos
filamentos de actina que sao responsaveis pela extensdo e retracao destas estruturas,
permitindo assim, a mobilidade das células (FRIEDL; WOLF, 2003; LAMBRECHTS; VAN
TROYS; AMPE, 2004; YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2007). A desregulacdo de actina, que
pode ser observada em células tumorais, esta ligeiramente ligada a capacidade de
migracao das células tumorais, disseminacao através de vasos sanguineos e linfaticos,
invasdo de tecidos adjacentes e formacdo de metdstase (LAMBRECHTS; VAN TROYS;
AMPE, 2004; WANG et al., 2005).

Além disso, como descrito por varios autores, alguns tumores epiteliais como
tumores lobulares de mama, de prdstata, carcinomas de ovdrio e de células grandes de
pulmao, as células tumorais utilizam um mecanismo de migra¢ao em grupos, protegendo
as células que estao no interior da massa, dificultando que haja um ataque de células do
sistema imune a estas células e, com isso, aumentam a chance do tumor de se manter
vivo, de invadir outros tecidos e dar origem a uma formacdo secundaria (FRIEDL et al.,
2012; HANAHAN; WEINBERG, 2011; SAHAI, 2005). Esta mesma caracteristica de invasdo em
grupo, também pode ser observada neste trabalho com as células tumorais através do

teste de Transwell.

Como citado por BAO e colaboradores (2014), estas caracteristicas observadas e
descritas acima estdo associadas a um fendtipo de maior agressividade, podendo ser
relacionadas com a hipdtese da existéncia das CTCs, que seriam as responsaveis por

apresentar resisténcia aos tratamentos convencionais, aumentando a chance de



65

sobrevivéncia do tumor, apresentando maior capacidade de migra¢do, invasao e
metdstase, além de recorréncia e recidiva tumoral (BAO et al., 2014). Além destas
caracteristicas, sabe-se que as células-tronco cancerosas apresentam varias
caracteristicas semelhantes as células-tronco, além de que, para identificar e separar as
CTCs se usufrui das mesmas ferramentas que utilizadas para as CTs, como alguns
marcadores de CT, como por exemplo, CD34 e/ou CD133, sdo utilizados para identificar
células-tronco hematopoiéticas (HSCs) (MA; ALLAN, 2011), fatores de transcricdo como
OCT3/4, Nanog, que promovem auto-renovacdo (KLONISCH et al., 2008), como também
apresentam mecanismos de resisténcia e protecao aos tratamentos como a alta
quantidade de transportadores de membrana, como ABCG2 e alta atividade da enzima

ALDH1 (MA; ALLAN, 2011; WU; CHEN; WANG, 2012).

A andlise da atividade enzimatica de aldeido desidrogenase, tem sido bastante
utilizado para tentar identificar e separar as CTCs de pulmdo (KUMAR; KAPOOR, 2014) e
foi através desta ferramenta que neste presente estudo tentou-se avaliar a existéncia da
populacdo de CTCs, através de citometria de fluxo. Onde foi possivel verificar uma
populacao de aproximadamente 7% de células ALDHHigh oriundas das células tumorais E9.
Ainda nao se sabe ao certo, qual a porcentagem de CTCs encontradas nos mais variados
tipos de tumor, em WU e colaboradores (2012), diz que a porcentagem de CTCs presentes
em adenocarcioma de pulmao e em SCLC, era menos de 1,5%, porém em VISVADER E
LINDEMAN (2008) dizem que em estudos pioneiros de leucemias e linfomas espontaneos
em camundongos, ha cerca de 1% destas células, porém, apontam que em tumores
solidos, a porcentagem de CTCs é substancialmente maior que em leucemias, mas, dizem
também que entre os tumores sdlidos, ocorre uma variacdao em relacao a porcentagem

de CTCs.

Atualmente, a grande expectativa para se obter um tratamento mais eficaz das
neoplasias é ter como alvo as CTCs, pois como elas apresentam resisténcia as terapias
convencionais, ficando inertes durante os tratamentos e posteriormente podendo vir a
gerar a recorréncia e recidiva tumoral, ter as CTCs como alvo para o tratamento, além de
poder prolongar a sobrevida dos pacientes, pode ser uma opc¢do bastante eficaz no
tratamento do cancer (WANG et al., 2013; XIE et al., 2015). Alguns estudos comprovam

esta resisténcia as terapias convencionais das CTCs, quando mostram que apds tratarem
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as células tumorais com alguns dos quimioterdpicos mais utilizados como, por exemplo, a
cisplatina e doxorrubicina, as células que sobrevivem, apresentam caracteristicas de CTCs,
como, maior invasididade, maior malignidade, como também aumentam maior expressao

de CD133,0CT3/4, Nanog, ABCG2, ALDH, entre outros (FREITAS et al., 2014).

Muitos estudos vém avaliando a possibilidade de novos tratamentos utilizando
produtos naturais, como por exemplo, algumas espécies de plantas ou até mesmo alguns
compostos isolados de plantas que apresentam efeito sobre o cancer como:
Propriedades anticancerigenas de PCA (Protocatechualdehyde), um composto
polifendlico natural isolado da erva Salvia. Miltiorrhiza (sélvia chinesa), avaliado em
neoplasia mamaria humana (CHOI et al.,, 2014); acdo anticancerigena em diferentes
linhagens de células de neoplasias humanas, como A549, H23, MCF-7, entre outras,
utilizando extrato soltivel da folha de Moringa oleifera (acacia branca) (JUNG, 2014); como
também a utilizacdo de homeopdticos (CAM) - Complentary Alternative Medicines, que
demonstrou acdo anti-proliferativa em neoplasias de rim, célon e mama (ARORA et al.,
2013). Com base nestes estudos, no presente trabalho, tentou avaliar se o guarand
(Paullinia cupana) apresentava efeito sobre a populacdo de CTCs, avaliando a expressao
génica de genes utilizados na identificacao destas CTCs, como ABCG2 e ALDH1a1, pois
como ja apresentado na literatura, o guarana auxilia no controle de fogachos em
pacientes que estdo em tratamento de cancer de mama (OLIVEIRA et al., 2013), como
também apresenta atividade quimiopreventiva e antiproliferativa (FUKUMASU et al.,

2006, 2008).

Como ja descrito por varios trabalhos, as CTCs de diferentes tipos de neoplasias
incluindo as pulmonares podem ser identificadas através da deteccao de ABCG2, que sao
transportadores de membrana da familia ATP Binding Cassette sub-familly G2 - que
remetem protecao a estas células, funcionando como uma bomba de efluxo de multiplas
drogas, expulsando os farmacos utilizados nos tratamento das neoplasias e devido a isso,
ABCG2 deve ser altamente expresso nas CTCs (FREITAS et al., 2014; GORELIK; LOKSHIN;
LEVINA, 2010; KLONISCH et al., 2008), como também deve apresentar alta expressdo de
ALDH, que sdo enzimas responsaveis pela oxidacao de aldeidos intracelulares, mediando
resisténcia aos quimioterdpicos utilizados no tratamento do cancer (ERAMO; HAAS; DE

MARIA, 2010; MA; ALLAN, 2011; STERLACCI et al., 2014) e no presente estudo avaliou a
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expressao de uma das isoformas desta enzima, a ALDH1A1, que apresenta papel
importante em CT e CTCs, como auto-protecdo e diferenciacdo (MA; ALLAN, 2011),
resisténcia a drogas e sua alta expressao em cancer de pulmao esta relacionada com um

pior progndstico da doenca (SHIMADA et al., 2013).

Além destes, também sdo utilizadas algumas citoqueratinas, como por exemplo
CK8 e/ou CK18, que sao filamentos intermedidrios especificos de células epiteliais, que sao
essenciais na manutencao da integridade celular, envolvida na resposta a injurias,
proliferacdo e morte celular (FORTIER; ASSELIN; CADRIN, 2013), como também estdo
envolvidos na motilidade celular e na progressao do cancer (FILLIES et al., 2006). Ainda é
controversa a expressao destas citoqueratinas em cancer, como por exemplo, IYER e
colabores (2013), dizem que a alta-expressdo de CK8/18 contribuem para a transformacao
maligna de células de epitélio estratificado e a alta expressdao de CK18 em células de
carcinoma mamario indica ser altamente invasivas e metastaticas, mas neste mesmo
trabalho, eles relatam outro resultado onde a alta expressao de CK18 em pacientes com
tumor de mama esta associada a um progndstico favoravel (IYER et al., 2013). J4 em outro
estudo diz que a diminuicdo da expressao de CK8/18 estd associada com metdstase e
quimioresisténcia, durante a transicdo epitélio mesenquimal (EMT) e que a expressao
delas € mantida durante a tumorigenese — até que o tumor se torne maligno e invasivo

(FORTIER; ASSELIN; CADRIN, 2013).

Corroborando com estas observacdes, estao os resultados obtidos neste trabalho,
onde apds o tratamento das células com a fra¢ao butandlica do guarand, houve uma
diminuicdo da expressao dos genes ABCG2 e ALDH1a1, genes que sdo altamente
expressos e bastante utilizados para identificacdo de CTCs e ndo houve alteracdo na
expressao de CK18, citoqueratina importante na mobilidade e integridade das células,
podendo sugerir que o guarand afetou principalmente as células-tronco cancerosas

presentes na linhagem de células tumorais E9.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel determinar uma populacao de células neopldsicas com maior atividade
de aldeido desidrogenase, caracteristica presente em células-tronco cancerosas,

encontradas em células tumorais de pulmao de camundongo (E9);

O Guarand (P. cupana) apresentou potencial antitumoral, tendo como possivel
alvo as CTCs, devido as diminuicdes na expressao dos genes ABCG2 e ALDH1A1,
que sao utilizados para identificar a presenca de possiveis.
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