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RESUMO

7

O osteossarcoma € um tumor Osseo maligno primario que acomete
principalmente criangas, jovens predominantemente na segunda década de vida e
idosos. Ele predomina em regides de sustentacdo de peso dos 0ssos longos e na area
metafisaria das articulacées do joelho. A progressdo do osteossarcoma € rapida
devido a defeitos na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais, expressao
anormal de oncogénese e supressores de tumor e desregulacdo de varias vias de
sinalizacado, devido a isso, novas formas de terapias estdo sendo investigadas para
melhorar o tratamento do osteossarcoma. Assim, este estudo avaliou os efeitos
citotéxicos e anticancer da associacdo entre a menadiona e o acido protocatecuico
(PCA), que possuem capacidade antitumorais, em células de osteossarcoma murino
(UMR-106) apés 48h de tratamento. As concentragdes utilizadas foram 3,12 uM de
menadiona isolada, 500 pM de PCA isolada e a associacdo entre essas
concentragbes. Os compostos foram avaliados, de forma isolada e associados, em
relacéo a viabilidade celular, migracéo celular pelo método de fechamento de feridas,
apoptose por citometria de fluxo, producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
expressao de genes NOX por RT-qPCR e degradacédo das MMP-2 e 9 por zimografia.
Os dados foram analisados por one-way ANOVA. Diferencas significativas entre os
grupos foram determinadas pelo teste post-hoc de Dunnett com p <0,05. Os
resultados demonstraram que a associacdo foi mais eficaz em células de
osteossarcoma do que os compostos isolados. A associacao diminuiu a viabilidade
celular, retardou o processo migratorio das células, reduziu a producdo de EROs e a
expressdo de NOX-2, além disso, apresentou uma leve tendéncia na diminuicdo da
MMP-2 e no processo apoptético. Em resumo, a associacao € capaz de potencializar
os efeitos antitumorais dos compostos, além de demostrar uma maior seletividade por
células tumorais, possivelmente, causado pelo maior dano mitocondrial e

propriedades antioxidantes.

Palavras-chave: Menadiona, acido protocatecuico, osteossarcoma.



ABSTRACT

Antitumor effects of the association between menadione and protocatechuic

acid in murine osteosarcoma cells

Osteosarcoma is a primary malignant bone tumor that mainly affects children,
young people predominantly in the second decade of life, and the elderly. It
predominates in the weight-bearing regions of the long bones and the metaphyseal
area of the knee joints. Osteosarcoma progression is rapid due to defects in
mesenchymal stem cell differentiation, abnormal expression of oncogenesis and tumor
suppressors, and dysregulation of various signaling pathways, due to this, new forms
of therapies are being investigated to improve the treatment of osteosarcoma. Thus,
this study evaluated the cytotoxic and anticancer effects of the association between
menadione and protocatechuic acid (PCA), which have the antitumor capacity, in
murine osteosarcoma cells (UMR-106) after 48h of treatment. The concentrations used
were 3.12 pM of isolated menadione, 500 pM of isolated PCA and the association
between these same concentrations. These concentrations were evaluated in cell
viability assays, cell migration by the wound-healing method, apoptosis by flow
cytometry, production of reactive oxygen species (ROS), expression of NOX genes by
RT-gPCR and degradation of MMP-2 and 9 by zymography. Data were analyzed by
one-way ANOVA. Significant differences between groups were determined by
Dunnett's post-hoc test with p < 0.05. The results showed that the association was
more effective in osteosarcoma cells than the compounds alone. The association
decreased cell viability, delayed the migratory process of cells, reduced the production
of ROS and the expression of NOX-2, in addition, it showed a slight trend in the
decrease of MMP-2 and in the apoptotic process. In summary, the association is
capable of potentiating the antitumor effects of the compounds, in addition to
demonstrating a greater selectivity for tumor cells, possibly caused by greater
mitochondrial damage and antioxidant properties.

Keywords: Menadione, protocatechuic acid, osteosarcoma
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1 INTRODUCAO

O céancer é o maior problema de saude publica no mundo e a segunda principal
causa de morte nos Estados Unidos. Estima-se que por dia mais de 5.200 novos casos
sdo diagnosticados e que ocorra mais 1.600 mortes apenas nos Estados Unidos
(SIEGEL et al, 2021). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer “José Alencar
Gomes da Silva” (INCA), no triénio de 2020-2022 estima-se a ocorréncia de 625 mil

NOVOS Casos para cada ano.

Sabemos que a formacdo de tumores € ocasionada devido a processos de
multiplos estagios e uma série de eventos como o acumulo de alteracBes genéticas e
epigenéticas. O seu desenvolvimento ocorre por certas capacidades biologicas
adquiridas pelas células como: proliferacéo, inducdo da angiogénese, resisténcia a
morte e capacidade de invasdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
CARMONA-FONTAINE et al., 2017). O microambiente tumoral também desempenha
um papel importante no desenvolvimento do cancer, principalmente na progressao e
metastase do tumor (ZHANG el al., 2016).

Quanto ao osteossarcoma, este € um tumor 6sseo maligno primario que acomete
principalmente criangas, jovens predominantemente na segunda década de vida e
idosos (MOORE; LU, 2014; BIELACK et al., 2016; JAFARI et al., 2020). A sobrevida
dos pacientes é de aproximadamente 5 anos e a maioria das mortes ocorre devido a
metastase precoce e recorréncia devido ao crescimento rapido do tumor (GAO et al.,
2015). Seu tratamento convencional consiste na combinagdo de quimioterapia
neoadjuvante, adjuvante e cirurgia (AMIRHOSSEIN et al., 2018). A ocorréncia do
osteossarcoma predomina em regides de sustentacdo de peso dos 0ssos longos e na
area metafisaria das articulagdes do joelho (LAMOUREAUX et al., 2007). Este tipo de
cancer tem sua origem em células mesenquimais ésseas sendo caracterizado pela
proliferacdo de células neoplasicas que produzem diretamente 0SSO imaturo ou
ostedide (BASU-ROY; BASILICO; MANSUKHANI, 2013; ZOU; ZHANG; LI, 2017). A
progresséo do osteossarcoma é rapida devido a defeitos na diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais, expressado anormal de oncogénese e supressores de tumor e

desregulacgéo de varias vias de sinalizagdo (DENDULURI el al., 2015).



Por ser um cancer agressivo, novas formas de terapias estdo sendo investigadas
para melhorar o tratamento do osteossarcoma. Foram estudados alvos moleculares
gue modelam ativamente processos celulares, tais como, o controle do ciclo celular,
proliferacdo, metabolismo e apoptose, porém, o desenvolvimento de novas terapias
eficazes continuam sendo um problema devido se tratar de uma doenca heterogénea
e complexa (SAMPSON et al, 2015).

Dentro deste contexto, varios fitoquimicos vem sendo testados e demonstraram
eficacia consideravel em uma variedade de tipos de tumores, como a interferéncia em
vias de sinalizacédo, que estdo envolvidas na patogénese do osteossarcoma. O que
mostra que compostos naturais representam uma alternativa promissora para o
tratamento da doenca (ANGULO et al., 2017).

As guinonas naturais ou seus analogos sintéticos possuem amplo espectro de
atividades biolégicas, como antifungico, antibacteriano, antimalarico, antiviral e
anticancerigeno. A menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona, ou MEN) ou vitamina K3 é
uma classe quimica da quinona muito importante devido a sua atividade
anticancerigena significativa (LAMSON et al., 2003; PRASAD et al., 2017).

Fonte: HASSAN, 2013.

Figura 1. Estrutura molecular da menadiona

A menadiona apresenta resultados com o estresse oxidativo via ciclo redox de
guinona para produzir espécies reativas de oxigénio (EROs), ocasionando danos no
DNA e a apoptose das células (PRASAD et al., 2017). A contribuicdo das EROs no
cancer ainda é complexa e provavelmente ocorre em varios niveis, podendo contribuir
para instabilidade gendnima induzindo danos oxidativos diretos para o DNA ou
promovendo a peroxidacao lipidica para gerar subprodutos mutagénicos, elas ainda

sdo capazes de ativar ou inativar caminhos de sinalizagdo celular que controlam a



17 Artigo

proliferacéo, migracdo, diferenciacdo ou sobrevivéncia (LITTLE et al., 2017). Estudos
recentes demonstraram que a menadiona foi capaz de afetar a funcionalidade de
células tronco de cancer pancreaticas por meio da producdo de EROs e da oxidacao
de proteinas mitocondriais (SANCRO et al., 2015). A menadiona ainda suprimiu a
transicao epitélio mesenquimal, migracdo e invasdo em células de cancer de colo retal
(KISHORE et al., 2019), além de ser eficaz contra uma ampla variedade de linhagens
celulares de céancer, como leucemia (HUANG et al.,, 2018) e cancer de mama
(YAMADA et al.,, 2015). Além disso, ha um crescente niumero de estudos que
associam a menadiona com quimioterapicos para potencializar seus os efeitos
anticancerigenos, como o caso da associacdo com o bortezomibe (ASTAKHOVA et
al., 2018). Aléem de farmacos, a menadiona também vem sendo associada com
compostos organicos, como o acido ascorbico. A sua associagdo causou morte celular

em diversos tipos de cancer pelo estresse oxidativo (REN et al., 2019).

O acido protocatecuico (PCA, do inglés, protocatechuic acid) é um fitoquimico
polifendlico simples, com ampla distribuicdo. Ele pode ser encontrado em diversas
nozes, legumes e frutas (MASELLA et a., 2012) que sdo comumente encontradas nas
rotinas alimentares, além de ser um composto facilmente absorvido por humanos.
(VITAGLIONE et al., 2007).

o OH

OH

OH

Fonte: KAKKAR; BAIS, 2014.

Figura 2. Estrutura molecular do &cido protocatecuico



O Acido protocatecuico (PCA) possui capacidades antioxidantes, antibacteriana,
anticancer, antiulcerosa, antidiabética, antienvelhecimento, anticardiaca, antiviral,
anti-inflamatéria, entre diversas outras (KAKKAR; BAIS, 2014). Em estudos realizados
com o PCA, este demostrou uma reacdo nas espécies reativas de oxigénio,
desempenhando um papel fundamental como antioxidante e eliminador de peroxido
de hidrogénio (VARI et al, 2011). Em outro estudo o PCA reduziu o estresse oxidativo,
diminuiu a inflamagao e induziu a apoptose (SEMAMING et al., 2015). Em relag&o ao
cancer, o PCA demonstrou exibir efeitos pro-apoptéticos em células de leucemia,
enquanto em células normais provocou efeitos anti-apoptoticos (ZAMBONIN et al.,
2012), ele também diminuiu os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio
em células de cancer de ovério, além de causar apoptose e autofagia dessas células
(XIE et al.,2018). O PCA também ja foi utilizado como quimioprotetor apods a utilizacdo
de Metotrexato (MTX), que € um quimioterdpico comumente utilizado em casos de
leucemia linfoblastica, osteossarcoma, tumores de cabeca e pescoco e que causa
diversos efeitos colaterais. Como quimioprotetor o PCA demonstrou modular a
disfuncdo hepatorenal em ratos, apresentando atividades antioxidantes e anti-
inflamatorias (OWUMI et al., 2019).

Apesar dos resultados promissores sobre a menadiona e o acido protocatecuico,
principalmente sobre as suas atividades antitumorais, ndo se encontra na literatura
estudos sobre a associacdo dos mesmos no estudo do cancer e principalmente em
osteossarcoma. Sendo assim, o objetivo do presente estudo buscou avaliar os efeitos
da associacdo da menadiona com o acido protocatecuico em células de
osteossarcoma murino a fim de elucidar sua citotoxicidade e seus mecanismos de

acao.
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RESUMO

O osteossarcoma € um tumor Osseo maligno primario que acomete
principalmente criancas, jovens predominantemente na segunda década de vida e
idosos. Ele predomina em regifes de sustentacdo de peso dos 0ssos longos e na area
metafisaria das articulacdes do joelho. A progressdo do osteossarcoma € rapida
devido a defeitos na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais, expressao
anormal de oncogénese e supressores de tumor e desregulacdo de varias vias de
sinalizacao, devido a isso, novas formas de terapias estdo sendo investigadas para
melhorar o tratamento do osteossarcoma. Assim, este estudo avaliou os efeitos
citotdxicos e anticancer da associacdo entre a menadiona e o0 acido protocatecuico
(PCA), que possuem capacidade antitumorais, em células de osteossarcoma murino
(UMR-106) apés 48h de tratamento. As concentracfes utilizadas foram 3,12 uM de
menadiona isolada, 500 pM de PCA isolada e a associagdo entre essas
concentragbes. Os compostos foram avaliados, de forma isolada e associados, em
relacdo a viabilidade celular, migracéo celular pelo método de fechamento de feridas,
apoptose por citometria de fluxo, producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
expressao de genes NOX por RT-qPCR e degradacédo das MMP-2 e 9 por zimografia.
Os dados foram analisados por one-way ANOVA. Diferencas significativas entre os
grupos foram determinadas pelo teste post-hoc de Dunnett com p <0,05. Os
resultados demonstraram que a associacdo foi mais eficaz em células de
osteossarcoma do que os compostos isolados. A associacdo diminuiu a viabilidade
celular, retardou o processo migratério das células, reduziu a producédo de EROs e a
expressdo de NOX-2, além disso, apresentou uma leve tendéncia na diminuicdo da
MMP-2 e no processo apoptético. Em resumo, a associacao € capaz de potencializar
os efeitos antitumorais dos compostos, além de demostrar uma maior seletividade por
células tumorais, possivelmente, causado pelo maior dano mitocondrial e

propriedades antioxidantes.

Palavras-chave: Menadiona, acido protocatecuico, osteossarcoma.



1. Introducéo

O osteossarcoma € um tumor 6sseo maligno primario que acomete principalmente
criancas, jovens predominantemente na segunda década de vida e idosos [1-3]. Sua
ocorréncia predomina em regides de sustentacédo de peso dos 0ssos longos e na area
metafisaria das articulacbes do joelho [4]. Devido a sua agressividade, novas formas
de terapias estao sendo investigadas para melhorar o tratamento do osteossarcoma.
Nesse sentido, foram estudados alvos moleculares que modelam ativamente
processos celulares tais como: o controle do ciclo celular, proliferacdo, metabolismo e
apoptose. Porém, o desenvolvimento de novas terapias eficazes continua sendo um
desafio por se tratar de uma doenca heterogénea e complexa [5].

Em adicdo, varios fitoquimicos vem sendo testados e demonstraram eficacia
consideravel em uma variedade de tipos de tumores, como a interferéncia em vias de
sinalizacdo que estdo envolvidas na patogénese do osteossarcoma. O que sugere
fortemente que compostos naturais representam uma alternativa promissora para o
tratamento da doenca [6].

Dentro desse contexto, a menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona, ou MEN) ou
vitamina K3 é uma classe quimica da quinona muito importante devido a sua atividade
anticancerigena significativa [7,8]. Estudos recentes demonstraram que a menadiona
foi capaz de afetar a funcionalidade de células tronco de cancer pancreaticas por meio
da producdo de EROs e da oxidacdo de proteinas mitocondriais [9], suprimindo a
transicao epitélio mesenquimal, migracdo e invasao em células de cancer de colo retal
[10]. Além de ser eficaz contra uma ampla variedade de linhagens celulares de cancer,
como leucemia [11] e cancer de mama [12]. Também, ha um crescente nimero de
estudos que associam a menadiona com quimioterapicos para potencializar seus
efeitos anticancerigenos, como é o caso da associagdo com o bortezomibe [13]. Além
de farmacos, a menadiona também vem sendo associada com compostos organicos,
como o acido ascorbico. A sua associacao causou morte celular em diversos tipos de

cancer por meio do aumento de estresse oxidativo [14].

O &cido protocatecuico (PCA, do inglés, protocatechuic acid) € um fitoquimico
polifendlico simples, com ampla distribuicdo [15]. O PCA possui capacidades

antioxidantes, antibacteriana, anticancer, antiulcerosa, antidiabética,
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antienvelhecimento, anticardiaca, antiviral, anti-inflamatéria, entre diversas outras
[16]. Em relacdo ao cancer, demonstrou exibir efeitos pré-apoptoticos em células de
leucemia, enquanto em células normais, provocou efeitos anti-apoptoticos [17], ele
também diminuiu os niveis intracelulares de espécies reativas de oxigénio em células
de cancer de ovario, além de causar a apoptose e autofagia dessas células [18]. O
PCA também ja foi utilizado como quimioprotetor apos a utilizacdo de Metotrexato
(MTX), que é um quimioterapico comumente utilizado em casos de leucemia
linfoblastica, osteossarcoma, tumores de cabeca e pescoco, por conta dos seus
efeitos colaterais. Como quimioprotetor o PCA demostrou modular a disfungéo

hepatorenal em ratos, apresentou atividades antioxidantes e anti-inflamatérias [19].

Considerando os resultados promissores sobre a menadiona e o0 acido
protocatecuico, principalmente sobre as suas atividades antitumorais, ndo se
encontram na literatura estudos sobre a associacdo dos mesmos no estudo do cancer
e principalmente em osteossarcoma. Sendo assim, o objetivo do presente estudo
buscou avaliar os efeitos da associacdo da menadiona com o acido protocatecuico em
células de osteossarcoma murino a fim de elucidar sua citotoxicidade e seus

mecanismos de acgao.

2. Material e Métodos

2.1 — Cultura Celular

As linhagens utilizadas foram a UMR-106 (ATCC® - CRL-1661), proveniente de
osteossarcoma de ratos, e a MC3T3-E1l (ATCC® - CRL-2593, subclone 4),
proveniente de osteoblastos murinos normais. Ambas as linhagens foram adquiridas

pelas American Type Culture Collection (ATCC — Rockville, Maryland, EUA).

O cultivo dessas células foi feito em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich) para a UMR-106 e em meio de cultura Minimun
Essential Mediuam Eagle — Alpha Modification (a-MEM) (Gibco, Thermo-Scientific)
para a MC3T3-E1. Os dois meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
(FBS, Gibco) e 1% de penicilina 10.000 Ul/ estreptomicina 0,060 g/L (Gibco) [20].



2.1.2 - Diferenciacdo da MC3T3-E1

A linhagem MC3T3-E1, utilizada como controle, é uma linhagem pré-osteoblastica
murina. Para que ela se tornasse mais proxima da linhagem UMR-106, que é
osteoblastica, para fins de comparacédo, foi necessario induzir uma diferenciacéo
nessas ceélulas. A diferenciacéo foi realizada com meio osteogénico, composto por
meio de cultura a-MEM, 10% de soro fetal bovino, 50 pg/mL de &cido ascorbico e 10
mM B-glicerofosfato. As células ficaram neste meio durante 4 dias [21], para entao

seguirem o mesmo protocolo realizado com a UMR-106 [22].

2.2 — Compostos

A Menadiona, sintetizada, foi cedida pelo Prof. Dr. Valdecir Faria Ximenes da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho (UNESP). O acido
protocatecuico foi obtido comercialmente pela Sigma-Aldrich. As amostras para a
realizacdo dos tratamentos foram preparadas em DMSO e depois adicionada a meio
de cultura com 10% de SFB.

2.3 — Ensaios de Citotoxicidade — MTT

Os dados de viabilidade celular foram obtidos pela analise da atividade
mitocondrial das células, realizado pelo método de reducédo de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimentiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazélio) (Sigma-Aldrich).

A UMR-106 foi plaqueada a 3x102 células por poco, enquanto a MC3T3-E1 foi na
densidade de 5x102 células por poco, com seus respectivos meios de cultura com 10%
de SFB em placa de 96 pocos. Para as células MC3T3-E1 foi necessario 24h de
adesdao na placa, e entdo, passar pelo processo de diferenciacdo citado no item 2.1.2.
Para UMR-106 o periodo de adesédo foi 48h. ApOs o periodo de adesdo e
diferenciacdo, o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos ao qual

permaneceram em contato com a células nos periodos de 24, 48 e 72h.

Inicialmente os compostos foram testados de formas separadas, sendo utilizadas
as concentracdoes de 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pM para
menadiona e as 125, 250, 500, 1000 e 2000 uM para o acido protocatecuico. Depois
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da analise de dados, foi escolhida uma concentracéo fixa da menadiona (3,12 uM),
devido a alta toxicidade celular que a menadiona apresenta, e entdo, foi realizada a
associacdo com algumas concentracfes de acido protocatecuico, que foram 62,5,
125, 250, 500 e 1000 pM.

O grupo controle continha 10% de SFB e 0,08% de DMSO para cada tipo celular
e periodo. Foi adicionado DMSO no grupo controle devido os compostos serem
diluidos em DMSO e 0 mesmo apresentar uma certa citotoxicidade. Esse processo foi
realizado em todos 0s ensaios seguintes, assim como a realizagcdo em triplicata

biologica.

ApOs cada periodo (24, 48 e 72h) o tratamento foi completamente removido e
adicionado 100 pL da solugdo de MTT (0.5 mg/mL em meio de cultura) por poco,
permanecendo incubado a 37°C por 4 horas. A solucdo de MTT foi entdo substituida
por dimetilsulfoxido (DMSO); Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) por
30 minutos. A absorbancia foi determinada a 550 nm utilizando um leitor de microplaca
(Synergy™ Mx monochromator multimode microplate reader, Biotek Instruments Inc,
Winooski, Vermont, USA).

A absorbancia de cada reacdo foi convertida para viabilidade celular em
porcentagem utilizando o GraphPad Prism® software, que também foi utilizado para

a plotagem dos graficos.

2.4 — Ensaios de Citotoxicidade — Cristal Violeta

O ensaio de cristal violeta é responsavel pela coloracdo dos acidos nucleicos das
células. A UMR-106 foi plaqueada a 3x102 células por poco, enquanto a MC3T3-E1
foi na densidade de 5x102 células por pogo, com seus respectivos meios de cultura
com 10% de SFB em placa de 96 pocos. Para as células MC3T3-E1 foi necessario
24h de adeséo na placa, e entdo, passar pelo processo de diferenciagcéo citado no
item 2.1.2. Para UMR-106 o periodo de adesao foi 48h. Apo6s o periodo de adeséo e
diferenciacdo, o meio de cultura foi substituido pelos tratamentos ao qual
permaneceram em contato com a células nos periodos de 48 e 72h. Para fins de

comparacao, as concentracdes utilizadas foram 3,12 uM de menadiona e 500 uM de



acido protocatecuico separadamente e entdo, essas mesmas concentracfes foram

associadas entre si.

Apos os periodos de 48 e 72h, o tratamento foi removido e substituido por 50 pL
da solucéo de cristal violeta na concentragdo de 0.5% e incubada por 20 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi lavada em agua corrente da torneira até o cristal
ser completamente removido, entdo, a mesma permaneceu aberta sobre a bancada
em temperatura ambiente durante 16h para a secagem completa. Depois foi
adicionado 200 pL de metanol em cada poco que foi incubado por 20min em
temperatura ambiente sob uma mesa agitadora para dissolver os cristais. A
absorbéancia foi determinada a 570 nm utilizando um leitor de microplaca (Synergy™
Mx monochromator multimode microplate reader, Biotek Instruments Inc, Winooski,
Vermont, USA).

2.5 — Quantificacdo de Apoptose por Citometria de Fluxo

A linhagem de células UMR-106, foi plaqueada na densidade de 2x10° células
por poco em placas de 6 pocos. Apos as 48h de adesado, o meio de cultura foi retirado
e substituido pelos tratamentos, sendo eles, a concentracdo de 3,12 pM de
menadiona, 500 uM de acido protocatecuico e a associacao entre eles (3,12 uM de
menadiona + 500 uM de &cido protocatecuico) e tendo também um grupo controle

apenas com meio de cultura suplementado.

ApOs 48h de tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas duas vezes com
PBS gelado e centrifugadas a 1200 rpm. Cerca de 5x10° células foram entdo
ressuspendidas em 250 pyL 1x Anexina V Binding Buffer e incubadas com 5 pL de
FITC Anexina V (Cat: 556419, BD Parmingen™) e 2,5 uL de DRAQ7™ (Cat: 564904,
BD Pharmingen ™) no escuro por 10 minutos em temperatura ambiente. A intensidade
de fluorescéncia das células foi analisada pelo citémetro de fluxo BD FACSAria™

Fusion (BD Biosciences, San Jose, CA).

Os dados foram analisados no software FlowJo v10 (FlowJo LCC, Or, EUA) e as
células foram quantificadas como vivas (AV-/ DRAQ7-; Q4), necrose (AV-/ DRAQ7+,
Q1), apoptose inicial (AV+/ DRAQ7-; Q3) e apoptose tardia (AV+/ DRAQ7; Q2).
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2.6 — Migracao Celular (Wound healing assay)

O ensaio de migragédo celular foi baseado no modelo descrito por Andrade
Carvalho et al. (2013) [23] com algumas adaptacdes [20]. As células UMR-106 foram
plaqueadas na densidade de 5x10° células por poco em placas de 6 pocos e
permanecerem em estufa imida a 37°C sob 5% de CO:2 por 48h para adeséo e para
atingirem a semiconfluéncia. Apos, os pocos foram tratados com 5 pg/mL de
mitomicina C (Sigma-Aldrich) por 2 horas, para que n&do houvesse proliferacao celular.
Os pocos entdo foram lavados com PBS 1X e foi realizado uma fenda no sentido
vertical da monocamada com ponteira de 1000 uL. Os pogos foram lavados trés vezes
com PBS 1X e completado com os tratamentos, que sdo a concentracao de 3,12 uM
de menadiona, 500 uM de acido protocatecuico, associacao entre eles (3,12 uM de
menadiona + 500 uM de acido protocatecuico) e o grupo controle contendo apenas

meio de cultura com 10% de SFB.

As placas foram fotografadas nos periodos de 0, 24, 48 e 72h apds o tratamento
utilizando o microscépio e contraste de fase acoplada a camera digital Olympus U-
TV0.5XC-3, com objetiva de 4X. A porcentagem (%) da area da fenda foi calculada
pelo Software Image J.

2.7 — Producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Apos o crescimento, as células UMR-106 foram plagueadas na densidade de
2x10% células por poco em placas preta de 96 pocos com fundo transparente e
permaneceram em estufa imida a 37°C sob 5% de CO:2 por 24h para adesédo. O meio
de cultura foi removido, os pogos foram lavados com PBS 1X e incubados com 100
puL de DCFH-DA 12,5 uM em meio de cultura por 45 minutos em estufa a 37°C sob
5% de COs2. A solugéo de DCFH-DA foi substituida pelos tratamentos (3,12 pM de
menadiona; 500 uM de acido protocatecuido e a associacdo dos dois compostos
nessas mesmas concentragdes) e grupo controle (DMEM + 10% SFB), que foram
adicionados em meio de cultura sem vermelho de fenol com 10% de SFB para nao

interferir na leitura.



A intensidade da fluorescéncia foi analisada em 0, 24 e 48h em

espectrofotbmetro com excitagdo de 495nm e emissao 530nm (Synergy™ Mx).

2.8 — Zimografia

A linhagem UMR-106 foi plaqgueada em uma densidade de 2x10° em placas de
Petri (100X20mm) com meio de cultura DMEM com 10% de SFB e permaneceram em
estufa a 37° C sob 5% CO:2 por 48h para adesao. Apos, as placas foram tratadas com
seus respectivos tratamentos, sendo, uma com 3,12 uM de menadiona, uma 500 uM
de acido protocatecuico, outra com a associacao entre os compostos (3,12 uM de
menadiona + 500 uM de &cido protocatecuico) e por fim um grupo controle com DMEM
+ 10% de SFB.

Apoés 48h de tratamento, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados em
full speed para remocéao de possiveis debris celulares. Em seguida, foram transferidos
para tubos Amicon Ultra 4 (UFC800324 — Merck Millipore Ltd, Cork Ireland) e
concentrados para posterior quantificacdo das proteinas. O contetdo de proteinas foi
guantificado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e 50 ug de proteinas, assim
como as recombinantes hrMMP-2 e hrMMP-9 (Calbiochem; Merck, Darmstadt,
Alemanha), entao, foram diluidas em Sample Buffer e H20 ultrapura, aquecidas por 3
minutos a 100°C em banho seco e transferidas para gel de poliacrilamida contendo
30% Bisacrilamina, 1,5M Tris HCI (pH 8,8), 10% Dodecil sulfato de sddio (SDS), 10%
QPS, 0.1% Temed e H20 ultrapura (gel de largada). Primeiramente iniciou-se uma
pré-corrida & 10mAmp/gel, 100 Volts por 15 minutos para alinhamento do gel e
posteriormente 15mAmp/gel, 110 Volts por aproximadamente 1h30. Ao fim da corrida,
os géis foram lavados, agitados e entdo incubados em solucao de incubacéao (150 mM
NaCl, 5 mM CaClz, 50 mM Tris-HCI e H20 ultrapura) por 16 h a 37°C. Apos a
incubacgéao, os géis foram corados com Coomassie Blue 0.125% (0.125% Brilhant Blue
R, 50% Metanol, 10% Acido Acético Glacial e H20 ultrapura) e depois descorados com
solugdo descorante (50% Metanol, 10% Acido Acético Glacial e H20 ultrapura) e

posteriormente transferidos em H20 ultrapura [24, 25].

Por fim, os géis foram escaneados usando um instrumento Loccus Biotecnologia

DS-600, seguido do Lab Image 1D software. As densidades relativas de degradacgao
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do gel foram determinadas por analise de densitometria usando o software Image J
(National Institutes of Health, NIH Image) e posteriormente no programa GraphPad
Prisma 5 [26, 25].

2.9 —Real Time gRT-PCR

A linhagem celular UMR-106 foi plaqueada na densidade de 2x10° células por
poco em placas de 6 pocos. Apos 48h de adesdo, o meio de cultura foi removido,
sendo substituido pelos tratamentos 3,12 uM de menadiona, 500 uM de &acido
protocatecuico, a associacao entre eles (3,12 uM de menadiona + 500 puM de &cido
protocatecuico) e grupo controle. Em seguida, depois das 48h de tratamento, 0 RNA
total das células foi isolado pelo método de extracdo em coluna, utilizando o mini-kit
RNeasy 74106 e DNase 79254 (Qlagen), de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras foram ressuspendidas em agua DEPC e quantificadas por Nanodrop. A
qguantidade de 1,0 ug de RNA foi transcrita reversamente e o equivalente a 0,04 ug de
cDNA foi usado para as reacdes de PCR por Sensi mix hi Rox SYBR Green (Bioline).
Os resultados foram expressos como tempos de aumento no gRT-PCR e
normalizados pelo gene de referéncia (B-actina). A amplificagéo por PCR foi realizada
usando 0s seguintes conjuntos de iniciadores: NOX-1:
5’ACCTATTTAACTTCGAACGC-3 (forward), 5 CATCACTGTCATGTTTGGAG-3
(reverse), CYBB (NOX-2), 5CTCTTTGTGATCTTCATCG-3 ‘(forward),
5TCCATTTCCAAGTCATAGGAG-3’ (reverse); NOX-4: 5-
ACAACCTCTTCTTTGTCTTC-3 ’(forward), 5GTCTGCTATGG ACATATTCTG-3
(reverse); B-actina: 5ATTGAACACGGCATTCTCACC-3 '(forward), 5
GGTCATCTTTTCACGGTTGGC-3’ (reverse). A expressao da p-actina foi usada como

controle.

2.10 — Analise Estatistica

Os dados foram apresentados em meédia e desvio padrao (DP). Os parametros
foram analisados por ANOVA unilateral acoplada ao teste post-hoc de Tukey e
Dunnett; para todas as analises, valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos. Os resultados sédo apresentados como médias + DP de



2-3 experimentos independentes com 5-8 pocos de células por condicdo de
tratamento por ensaio. Todos o0s testes estatisticos foram realizados usando
GraphPadInStat e Prism (GraphPad, San Diego, CA).

3. Resultados

3.1 — Ensaios de Viabilidade — MTT e Cristal Violeta — demonstram que a associacao

€ mais eficiente do que os compostos separados.

No ensaio de reducdo de MTT, vérias concentracdes foram testadas, tanto para

0s compostos isolados quanto na associacdo entre eles.

Para a associacdo, optamos por fixar uma dosagem de menadiona em 3,12 uM
devido o composto nao ter efeito sobre os osteoblastos normais e pouco efeito sobre
a célula tumoral quando aplicada de forma isolada. As concentracfes de acido
protocatecuico variaram entre 31,2 uM e 4000 uM. A concentracdo da associacao
escolhida se aproxima de 50% de morte celular. Nao foi efetuado o calculo do IC50

para os ensaios devido a variagcdo presente na associacdo dos compostos.

Conforme observado na Figura 3, tanto na reducédo de MTT quanto no Cristal
Violeta, a associacéo entre as concentracdes de menadiona e acido protocatecuico
foi mais eficaz em reduzir a viabilidade das células tumorais do que quando os
compostos sdo utilizados de forma separadas durante 48h de tratamento quando
comparado ao controle. Além disso, as células cancerosas possuem maior
sensibilidade aos compostos do que o osteoblasto normal, deixando claro a
seletividade do composto com o cancer. E possivel observar também que o composto
teve mais efetividade na interferéncia mitocondrial, observados pelo ensaio de MTT,

do que dano ao DNA, no caso do Cristal Violeta.



31 Artigo

CRISTAL VIOLETA B

- -
=] o
=) =)

Viabilidade Celular (%)
]

Viabilidade Celular (%)

UMR-106 MC3T3-E1 UMR-106 MC3T3-E1

Figura 3. Viabilidade celular. Grafico comparativo da agdo dos compostos de forma separadas e associado entre
eles em células de osteossarcoma (UMR-106) e osteoblastos (MC3T3-E1) pelo periodo de 48h pelos ensaios de
degradacdo de MTT (A) e Cristal Violeta (B). 3,12 uM de Menadiona, 500 uM de Acido Protocatecuido (PCA) e
3,12 uM de menadiona + 500 pm PCA associados entre si. Cada grupo celular foi comparado estatisticamente
apenas entre si, ou seja UMR-106 apenas com UMR-106 e MCT3T-E1 com MCT3T-E1. Valores expressos em
média e desvio padrdo em porcentagem de trés ensaios independentes. *** P< 0,001, ****P<0,0001 representam
diferencas estatisticas quando comparadas ao controle. ###P<0,0001 representam diferencas estatisticas quando
comparados a menadiona. -+ P<0,0001 representam diferencas estatisticas quando comparados ao PCA.

3.3 — A associacao entre a Menadiona e o Acido Protocatecuico promove atraso no

processo de migracao celular

Como o compostos demonstraram a sua especificidade e maior acao sobre as
células tumorais, os demais ensaios foram realizados apenas com a linhagem tumoral
(UMR-106). As células foram tratadas com 3,12 uM de menadiona de forma isolada,
500 uM de acido protocatecuico isolado e a associacdo entre essas duas
concentracdes, além de ter um grupo controle com meio de cultura com 10% de SFB
e 0,08% de DMSO. As imagens das feridas foram obtidas nos periodos de 0, 24, 48 e
72h. Para o periodo de incubacédo de 24 horas, o fechamento da ferida foi de 25,93%
para o controle, 19,74% para a menadiona, 20,90% para o0 acido protocatecuico e
12,24% para a associagao entre 0s compostos. Em 48 horas o fechamento da ferida
foi de 63,40%, 56,66%, 46,41% e 29,36% respectivamente. No ultimo periodo (72h) o
fechamento da ferida foi de 94,63%, 86,43%, 76,75% e 53,20% respectivamente.
Todas as concentragfes foram comparadas com o grupo controle sempre no mesmo

periodo, ou seja, o periodo de 24h com menadiona, acido protocatecuido e a



associacao foram comparados com o controle também no periodo de 24h, isso se

repetiu para todos os periodos.

Podemos notar o quanto a associacao consegue atrasar o processo migratorio
das células cancerosas em comparacdo com o controle e os compostos de forma

isolada.
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Figura 4. Migracéo celular — Ensaio de Migrag&o celular pelo método de feridas em células de osteossarcoma
(UMR-106) observados nos periodos de 0, 24, 48 e 72h de tratamento com menadiona isolada (3,12 yM), &cido
protocatecuico isolado (500 pM) e a associacao entre eles (3,12 yM + 500 uM). (A) Valores expressos em média
e desvio padrdo de trés experimentos independentes. (B) * P<0,05, ** P< 0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001

representam diferencas estatisticas quando comparado ao controle.

3.4 — Quantificacao de Apoptose

As células tumorais foram testadas com as concentracdes determinadas e
utilizadas nos ensaios anteriores. O perfil apoptotico das células foi determinado por
citometria de fluxo apds 48h de exposicdo aos tratamentos conforme mostrado na
figura 5. As células foram marcadas com Anexiva V-FITC e DRAQ7 para determinar
células viaveis, apoptose inicial, apoptose tardia e necrose. Podemos observar que
estatisticamente houve uma diminuicdo no namero de celulas do grupo controle
(86,84%) para o do grupo dos compostos associados (78,15%), também ¢é nitida a
maior presenca de células em apoptose inicial e tardia no grupo tratado com a

associacao, porém nao houve diferenca estatistica se comparada com grupo controle.
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Figura 5. Apoptose — Andlise por citometria de Fluxo (A) e analise estatistica (B) das células de osteossarcoma
(UMR-106) tratadas com menadiona, &cido protocatecuico e a associacao entre eles no periodo de 48h. Legenda
dos quadrantes: células vivas (AV-/ DRAQ7-; Q4), necrose (AV-/ DRAQ7+, Q1), apoptose inicial (AV+/ DRAQ7-;
Q3) e apoptose tardia (AV+/ DRAQ7; Q2). Valores expressos em média e desvio padrdo de dois experimentos
independentes com n=3. ** P< 0,01 representa a diferenca estatistica quando comparado ao controle.

3.5 — A associacao entre Menadiona e o Acido Protocatecuico demonstrou uma

modulacao na producédo de EROs

Os niveis EROS da células UMR-106 tratadas com menadiona, &cido
protocatecuico e a associacao entre eles foram analizados pelo ensaio de DCFH-DA
(Figura 6). No periodo de 24h e 48h ap0s os tratamentos todos 0s compostos
apresentam diferenca na producdo de EROs quando comparados ao grupo controle.
A menadiona isolada, mesmo em baixa concentracdo, produz grandes quantidades
de EROs por ser uma caracteristica do composto. O que podemos observar € que a
associacdo entre a menadiona e o acido protocatecuico reduz drasticamente a
producdo de EROs nas células cancerosas se comparado a menadiona. Porém,
apresenta uma producéo grande se comparada ao controle (aproximadamente 2x) .
Em ambos o0s casos, tanto a comparagdo entre controle e comparagdo com a

menadiona apresentam diferencgas estatisticas.
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Figura 6. Espécies reativas de Oxigénio — Producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ap6s exposi¢ao
aos tratamentos de menadiona, acido protocatecuico e a associacdo entre eles no periodo de 0, 24 e 48h. Os
niveis intracelulares de EROs foram medidos pela sonda DCFH-DA. Valores expressos em média e desvio padrao
de trés experimentos independentes. ** P< 0,01, *** P<0,001, **** P<0,0001 representam diferencas estatisticas
quando comparado ao controle. #### P<0,0001 representam diferengas estatisticas quando comparado a
menadiona.

3.5 — Atividade da MMP-2 e MMP-9

A linhagem tumoral foi avaliada sobre os efeitos dos tratamentos na atividade
das metaloproteinases de matriz (MMPSs) 2 e 9 por zimografia. Quanto maior a area
de degradac&o do gel, maior a atividade da metaloproteinase. E possivel observar que
a associacdo entre os compostos (menadiona e acido protocatecuico) apresentou
uma minima tendencia de inibicdo da atividade da MMP-2 (Figura 7), porém sem
significancia estatitica, j& em relacdo a MMP-9 ndo se observa qualquer diferenca.
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Figura 7. MMP-2 e MMP-9 — Andlise densitométrica contendo nimero arbitrario relacionado a MMP-2 e MMP-9
ativas (A) e Gel representativo demonstrado pelo ensaio de zimografia em 48h (B). Os dados mostrados sdo de

trés experimentos independentes.
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3.6 — RT-gPCR

O efeito da associacdo dos compostos, assim como as dosagens separadas, na
NADPH oxidase foram avaliados com expresséo relativa do mRNA de NOX-1, CYBB
(NOX-2) e NOX-4 em relagdo a B-actina como gene de referéncia (Figura 6) nas
células tumorais. Nenhuma das concentracdes tiveram grande efeito na NOX-1 e na
NOX-4, apenas a menadiona isolada apresentou uma superexpressao na NOX-1. Na
NOX-2 tanto a menadiona quanto a associacdo diminuiram a sua expressao, tendo a

associacdo uma diminuicdo mais acentuada.
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Figura 8. RT-gPCR - Niveis de expressdo génica de NOX-1, CYBB (NOX-2) e NOX-4 em células de
osteossarcoma apos o tratamento com menadiona, acido protocatecuico e a associa¢ao entre eles no periodo de
48h. Valores expressos em média e desvio padrdo. *P<0,05 representa diferenca estatistica quando comparado

ao controle.

4. Discussao

Compostos naturais vém demonstrando resultados promissores em diversos
tipos de céancer, principalmente no papel de elucidagédo de mecanismos de agéo [6].
Em osteossarcoma, compostos como curcumina, genisteina, resveratrol e beberina

aumentaram a apoptose e inibiram migracdo e invasao de células tumorais [27]. O



CAPE (ester fenetil do 4cido cafeico) também demonstrou resultados promissores no
tratamento do osteossarcoma com diminuicdo da viabilidade de células tumorais,

migracgéo e producdo de EROs [20].

A menadiona j& € estudada em Vvarios tipos de canceres, aos quais, demostrou
ser eficaz principalmente devido a producédo de EROs, apoptose celular e dano
mitocondrial [28]. Além disso, a menadiona vem sendo associada a outros
medicamentos como o bortezomibe [13] e o acido ascorbico [29] para potencializar

seus efeitos antitumorais.

Outro composto promissor para tratamento do cancer é o acido protocatecuico,
um composto natural com caracteristica antioxidantes, devido ter apresentado efeitos
antitumorais correlacionados a producdo de EROs, proliferacdo e apoptose [30].
Porém estudos sobre a associacao do acido protocatecuico com outros medicamentos

e compostos ainda é escassa.

N&o se encontram na literatura estudos realizados entre a associacdo da
menadiona e &cido protocatecuico em relagdo ao cancer. Ibitoye & Ajiboye (2018) [31]
foram os Unicos a associarem a menadiona e o acido protocatecuico como forma de
protecdo ao figado, sem relacdo com cancer, ja que a toxicidade da menadiona é alta

e causa grandes efeitos colaterais.

O presente estudo demostrou que a associacdo entre a menadiona e o acido
protocatecuico potencializou as propriedades antitumorais dos compostos em células
de osteossarcoma (UMR-106) no periodo de 48 horas, sendo mais eficaz na
diminuicdo de viabilidade celular, o que apresentou um perfil dose-dependente,
migracao celular e EROs se comparado com os compostos isolados. Além disso, a
menadiona associada com o acido protocatecuico apresentou seletividade para as
células tumorais apresentando aproximadamente 45,04% de viabilidade celular para
a UMR-106, enquanto, que nas células normais, a MC3T3-E1, a viabilidade foi de
aproximadamente 84,35% no ensaio de MTT. Essa mesma seletividade permanece
no ensaio colorimétrico de cristal violeta, porém em menor escala, tendo 67,40% de
viabilidade celular nas células tumorais e 77,13% em células normais. Essa diferenca
se da devido as células tumorais, mesmo depois de mortas, permanecerem aderidas
a placa por causa do processo de morte celular [22]. Outra hipétese para essa

diferenca entre os ensaios de viabilidade seria que a associagéo causa um maior dano



37 Artigo

mitocondrial do que no DNA. Semkova e colaboradores (2020) [29] demonstraram que
a associacdo da menadiona ao acido ascorbico teve a formacdo de superoxido
mitocondrial e diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial, 0 que acarretou
mais morte celular em trés tipos de células cancerigenas se comparado as células
normais do mesmo tecido. A formacédo do superdoxido mitocondrial causada pela
associacdo de menadiona e acido ascorbico pode ser também o fator que induz a
seletividade apenas em células tumorais, ja que essa producéo néo foi encontrada em

células normais tratadas com os compostos [32].

O maior problema na terapia dos canceres sdo as metastases tumorais, no
caso do osteossarcoma, ele se infiltra no tecido circundante e se prolifera no pulmao.
Mesmo com 0s avancos na medicina, apés a metastase pulmonar, a chance de
sobrevivéncia de 5 anos dos pacientes com osteossarcoma permanecem entre 20-
30% [33-35]. O processo migratorio das células € o principal na disseminacao das
metéstases, assim, o ensaio de migracao pelo método de feridas foi analisado com a
acdo da associacdo sobre as células de osteossarcoma. A associacdo entre a
menadiona e o acido protocatecuico se mostrou muito mais eficiente na diminuicao do
processo migratorio em relacdo aos compostos isolados e ao grupo controle. No
periodo de 72h a associacdo retardou o processo migratério em 46,80% se
comparado com 0 grupo controle. Se compararmos com a menadiona isolada, a
associacao foi 33,23% mais lenta no fechamento da ferida e 20,55% se comparado
com o acido protocatecuico isolado, demonstrando assim que a associacao
potencializou a reducdo do processo migratério. A menadiona isolada ja havia
demonstrado interferir no processo migratério em células de cancer colorretal [10],
assim como o acido protocatecuico em carcinoma gastrico [36], porém as dosagens
utilizadas eram bem maiores do que a deste estudo, o que refor¢a que a associagao
€ um caminho interessante a se seguir, principalmente devido a toxicidade da

menadiona causada pela alta produgéo de EROs.

Cada vez fica mais evidente que as EROs possuem um papel vital na biologia
do céancer. O aumento da producdo de EROs contribuem para a sobrevivéncia e
proliferacéo celular, danos ao DNA, instabilidade genética, adaptacées metabolicas,
resisténcia a drogas e morte celular [37]. As EROs séo geradas, principalmente, pela
NADPH oxidase (NOXs), que é uma familia de complexos enzimaticos que geram

EROs como produto primério da atividade enziméatica [38,39].



Sabemos que a menadiona € conhecida pelo efeito no aumento da producao
de EROs, mesmo em pequenas quantidades, assim como as células tumorais. A
analise da producdo de EROs neste estudo demostrou que a associacao entre a
menadiona e o 4cido protocatecuico regulou a producdo de EROs exagerada da
menadiona isolada, podendo ter uma relacéo direta ha morte celular e diminuicéo da
migracdo que a associacdo ja apresentou em ensaios anteriores. Além disso, a
associacdo demostrou apresentar um perfil pré-oxidante ao invés de antioxidante.
Acquaviva e colaboradores (2021) [40] também perceberam isso quando utilizaram o
acido protocatecuico isolado em células de cancer de célon, onde o composto exibiu
um perfil pro-oxidante em concentracdes acima de 250 uM devido a uma perturbacéo
na homeostase do ciclo celular redox. Possivelmente, a associagdo com a menadiona,
que ja é um composto pro-oxidante, fez com que essa caracteristica também ficasse
mais acentuada, porém ainda assim, a associacao realizou uma modulacdo na EROs
sendo bem menor do que a producéo efetuada pela menadiona de forma isolada.
Outro ponto que pode confirmar essa correlacao € a diminui¢cao da expressao da NOX-
2 causada pela associacdo dos dois compostos. As NOXs sdo as grandes
responsaveis pelo aumento de proliferacdo, metastases e danos ao DNA em células

de cancer em vitro [41].

A apoptose, o processo de morte programada das células, desempenha papel
importante na luta contra o cancer, principalmente por conseguir controlar a
proliferacdo descontrola, causar danos ao DNA, descolamento de matriz das células,
entre outras [42]. Quando avaliamos o processo de apoptose pela citometria de fluxo,
a associacdo demonstrou uma menor viabilidade de células, além de ter uma

tendéncia maior na apoptose inicial, porém néo se obteve significancia estatistica.

O mesmo aconteceu na avaliacdo das MMP-2 e MMP-9, onde ndo houve
relevancia na degradacdo em nenhuma delas, apenas uma pequena tendéncia na
MMP-2 efetuada pela associacdo. As MMPs desempenham papéis importantes no
processo de metastase e progressao tumoral, por isso € um alvo importante,

principalmente para terapias alternativas [43].

Em resumo, este é o primeiro estudo a avaliar a associagdo entre a menadiona
e 0 &cido protocatecuico em osteossarcoma, sendo a associagdo muito mais eficaz

no tratamento do mesmo in vitro se comparado com 0s compostos isolados. A
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associacdo dos compostos potencializa os efeitos antitumorais, uma vez que, possuli
seletividade pelas células tumorais, inibe a migracdo tumoral, além de diminuir a
viabilidade celular e a expressdo de NOX-2. Além disso, a associagdo apresentou
aumento significativo na producdo de EROs quando comparada ao controle,
possivelmente como resultado de um aumento no dano mitocondrial causado pelos
compostos associados. Ainda assim, estudos sdo necessarios para melhor
entendimento dos processos de regulacao das vias de geracdo de espécies reativas
de oxigénio, além de encontrar novas achados e aprimorar as propriedades

anticancer.

Esse estudo pode apresentar algumas limitacdes devido ao niumero de células
utilizadas para cada ensaio ser diferente, consequentemente, as concentracdes
sofreram ajustes para cada ensaio, podendo assim, afetar o desemprenho das

concentracoes.
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3 DISCUSSAO

Compostos naturais vém demonstrando resultados promissores em diversos
tipos de cancer, principalmente no papel de elucidacdo de mecanismos de acdo
(ANGULO et al., 2017). Em osteossarcoma, compostos como curcumina, genisteina,
resveratrol e beberina aumentaram a apoptose e inibiram migracdo e invasédo de
células tumorais (TOBEIHA et al., 2021). O CAPE (ester fenetil do acido cafeico)
também demonstrou resultados promissores no tratamento do osteossarcoma com
diminuicdo da viabilidade de células tumorais, migracdo e producdo de EROs
(PAGNAN et al, 2022).

A menadiona ja é estudada em varios tipos de canceres, aos quais, demostrou
ser eficaz principalmente devido a producédo de EROs, apoptose celular e dano
mitocondrial (BADAVE et al., 2016). Além disso, a menadiona vem sendo associada
a outros medicamentos como o0 bortezomibe (ASTAKHOVA et al., 2018) e o acido

ascorbico (SEMKOVA et al., 2020) para potencializar seus efeitos antitumorais.

Outro composto promissor para tratamento do cancer é o acido protocatecuico,
um composto natural com caracteristica antioxidantes, devido ter apresentado efeitos
antitumorais correlacionados a produgéo de EROs, proliferagao e apoptose (ZHANG
et al., 2021). Porém estudos sobre a associacédo do acido protocatecuico com outros

medicamentos e compostos ainda € escassa.

N&o se encontram na literatura estudos realizados entre a associacdo da
menadiona e &cido protocatecuico em relacdo ao céancer. Ibitoye & Ajiboye (2018)
foram os Unicos a associarem a menadiona e o acido protocatecuico como forma de
protecdo ao figado, sem relacdo com cancer, ja que a toxicidade da menadiona é alta

e causa grandes efeitos colaterais.

O presente estudo demostrou que a associacao entre a menadiona e o0 acido
protocatecuico potencializou as propriedades antitumorais dos compostos em células
de osteossarcoma (UMR-106) no periodo de 48 horas, sendo mais eficaz na
diminuicdo de viabilidade celular, o que apresentou um perfil dose-dependente,
migracao celular e EROs se comparado com os compostos isolados. Além disso, a
menadiona associada com o acido protocatecuico apresentou seletividade para as

células tumorais apresentando aproximadamente 45,04% de viabilidade celular para
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a UMR-106, enquanto, que nas células normais, a MC3T3-E1, a viabilidade foi de
aproximadamente 84,35% no ensaio de MTT. Essa mesma seletividade permanece
no ensaio colorimétrico de cristal violeta, porém em menor escala, tendo 67,40% de
viabilidade celular nas células tumorais e 77,13% em células normais. Essa diferenca
se da devido as células tumorais, mesmo depois de mortas, permanecerem aderidas
a placa por causa do processo de morte celular (FAKHOURY et al., 2021). Outra
hipotese para essa diferenca entre os ensaios de viabilidade seria que a associagédo
causa um maior dano mitocondrial do que no DNA. Semkova e colaboradores (2020)
demonstraram que a associacdo da menadiona ao acido ascorbico teve a formacao
de superéxido mitocondrial e diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial, o
que acarretou mais morte celular em trés tipos de células cancerigenas se comparado
as ceélulas normais do mesmo tecido. A formacéo do superdxido mitocondrial causada
pela associacdo de menadiona e acido ascorbico pode ser também o fator que induz
a seletividade apenas em células tumorais, ja que essa producao nao foi encontrada

em células normais tratadas com os compostos (BAKALOVA et al., 2020).

O maior problema na terapia dos canceres sdo as metastases tumorais, no
caso do osteossarcoma, ele se infiltra no tecido circundante e se prolifera no pulméo.
Mesmo com 0s avancos na medicina, apdés a metastase pulmonar, a chance de
sobrevivéncia de 5 anos dos pacientes com osteossarcoma permanecem entre 20-
30% (MIRABELO et al., 2009; EHNMAN et al., 2019; YANG et al., 2020). O processo
migratério das células é o principal na disseminacao das metastases, assim, o ensaio
de migracéo pelo método de feridas foi analisado com a acdo da associacao sobre as
células de osteossarcoma. A associacao entre a menadiona e o acido protocatecuico
se mostrou muito mais eficiente na diminuicdo do processo migratério em relacao aos
compostos isolados e ao grupo controle. No periodo de 72h a associacdo retardou o
processo migratério em 46,80% se comparado com o0 grupo controle. Se
compararmos com a menadiona isolada, a associacao foi 33,23% mais lenta no
fechamento da ferida e 20,55% se comparado com o &cido protocatecuico isolado,
demonstrando assim que a associacdo potencializou a reducdo do processo
migratério. A menadiona isolada ja havia demonstrado interferir no processo
migratorio em células de cancer colorretal (KISHORE et al., 2019), assim como o acido
protocatecuico em carcinoma gastrico (LIN et al., 2011), porém as dosagens utilizadas

eram bem maiores do que a deste estudo, o que reforca que a associagdo € um



caminho interessante a se seguir, principalmente devido a toxicidade da menadiona

causada pela alta producao de EROs.

Cada vez fica mais evidente que as EROs possuem um papel vital na biologia
do cancer. O aumento da producdo de EROs contribuem para a sobrevivéncia e
proliferacdo celular, danos ao DNA, instabilidade genética, adaptac6es metabdlicas,
resisténcia a drogas e morte celular (MOLONEY; COTTER, 2018). As EROs sao
geradas, principalmente, pela NADPH oxidase (NOXs), que é uma familia de
complexos enziméticos que geram EROs como produto primario da atividade
enzimética (LAMBETH; NEISH, 2014; LITTLE et al., 2017).

Sabemos que a menadiona é conhecida pelo efeito no aumento da producao
de EROs, mesmo em pequenas quantidades, assim como as células tumorais. A
analise da producdo de EROs neste estudo demostrou que a associacdo entre a
menadiona e o acido protocatecuico regulou a producdo de EROs exagerada da
menadiona isolada, podendo ter uma relagéo direta na morte celular e diminuicéo da
migracdo que a associacdo ja apresentou em ensaios anteriores. Além disso, a
associacdo demostrou apresentar um perfil pré-oxidante ao invés de antioxidante.
Acquaviva e colaboradores (2021) também perceberam isso quando utilizaram o acido
protocatecuico isolado em células de cancer de célon, onde o composto exibiu um
perfil pr6-oxidante em concentracdes acima de 250 uM devido a uma perturbacdo na
homeostase do ciclo celular redox. Possivelmente, a associacdo com a menadiona,
gue ja € um composto pro-oxidante, fez com que essa caracteristica também ficasse
mais acentuada, porém ainda assim, a associacédo realizou uma modula¢do na EROs
sendo bem menor do que a producéo efetuada pela menadiona de forma isolada.
Outro ponto que pode confirmar essa correlacao é a diminuicdo da expressédo da NOX-
2 causada pela associacdo dos dois compostos. As NOXs sdo as grandes
responsaveis pelo aumento de proliferacéo, metastases e danos ao DNA em células
de céncer em vitro (ROY et al., 2015).

A apoptose, 0 processo de morte programada das células, desempenha papel
importante na luta contra o cancer, principalmente por conseguir controlar a
proliferacdo descontrola, causar danos ao DNA, descolamento de matriz das células,
entre outras (LOPEZ; TAIT, 2015). Quando avaliamos o processo de apoptose pela

citometria de fluxo, a associacdo demonstrou uma menor viabilidade de células, além
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de ter uma tendéncia maior na apoptose inicial, porém nado se obteve significancia

estatistica.

O mesmo aconteceu na avaliagdo das MMP-2 e MMP-9, onde nao houve
relevancia na degradacdo em nenhuma delas, apenas uma pequena tendéncia na
MMP-2 efetuada pela associacdo. As MMPs desempenham papéis importantes no
processo de metastase e progressao tumoral, por isso € um alvo importante,

principalmente para terapias alternativas (TOKURAHA et al., 2019.

Em resumo, este € o primeiro estudo a avaliar a associacdo entre a menadiona
e 0 acido protocatecuico em osteossarcoma, sendo a associacdo muito mais eficaz
no tratamento do mesmo in vitro se comparado com 0s compostos isolados. A
associacao dos compostos potencializa os efeitos antitumorais, uma vez que, possuli
seletividade pelas células tumorais, inibe a migracdo tumoral, além de diminuir a
viabilidade celular e a expressdo de NOX-2. Além disso, a associacdo apresentou
aumento significativo na producdo de EROs quando comparada ao controle,
possivelmente como resultado de um aumento no dano mitocondrial causado pelos
compostos associados. Ainda assim, estudos sdo necessarios para melhor
entendimento dos processos de regulacédo das vias de geracdo de espécies reativas
de oxigénio, além de encontrar novas achados e aprimorar as propriedades

anticancer.

Esse estudo pode apresentar algumas limitacdes devido ao numero de células
utilizadas para cada ensaio ser diferente, consequentemente, as concentragbes
sofreram ajustes para cada ensaio, podendo assim, afetar o desemprenho das

concentracoes.
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