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Resumo

Palmeira SM. Mecanismos da acdo quimiopreventiva do Oleo de pequi (Caryocar
brasiliense Camb) na hepatocarcinogénese in vitro [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2022.

O oOleo de pequi (Caryocar brasiliense, Camb) inibe o desenvolvimento da
hepatocarcinogénese em camundongos, mas 0s mecanismos desse efeito ainda sao
desconhecidos. E importante entender como o 6leo atua na quimioprevencdo da
carcinogénese, uma vez que este fruto, nativo do Brasil, possui uso promissor na
prevencdo do cancer hepatico. Portanto, neste estudo buscamos identificar in vitro os
mecanismos pelo qual o 6leo de pequi inibe a hepatocarcinogénese. Para a avaliacdo dos
possiveis mecanismos do 6leo, foi estabelecido um modelo de carcinogénese hepatica in
vitro. A linhagem celular AML12 e o carcinégeno aflatoxina B1(AFB1) foram utilizados
no modelo. As celulas foram expostas a AFB1 (1uM), 6leo de pequi (5,62 pg/mL) em
combinacdo com AFB1 (OP+AFBL1) e controle do veiculo (DMSO 0,01%) por 40 ciclo,
cada ciclo sendo 72h.). Subculturas das células tratadas com AFB1 e OP+AFB1 por 40
ciclos foram caracterizadas quanto ao ganho de fendtipo ou inibicéo de fenétipo maligno
e foram avaliadas as seguintes alteracOes: alteracBes no crescimento pela quantificacdo
do indice proliferativo pela imunomarcacao com BrdU e distribuicdo do ciclo celular por
imunoblotting; alterac6es na morte celular foi avaliada pelo ensaio da apoptose com dupla
marcacdo com 0s corantes anexina V e iodeto de propidio analisados em citometria de
fluxo; e a avaliacdo do estresse oxidativo foi pela mensuracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), utilizado o corante fluorescente DCFDA e a imunomarcagdo por
fluorescéncia de proteinas de defesa antioxidantes. Adicionalmente, avaliamos o efeito
do bleo de pequi no estresse oxidativo e efeito antigenotoxico nas células HepG2 pela
quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ensaio do cometa para determinar
danos no DNA. Como resultados, encontramos que o 6leo de pequi reduz a geracdo de
ROS intracelular nas células AML12 expostas a AFB1. Possivelmente, o 6leo atua nas
defesas antioxidantes enddgenas, responsaveis pela remocdo de ROS. O 6leo de pequi
também diminuiu a geracdo de ROS e reduziu quebras nas fitas de DNA nas células
HepG2 expostas ao perdxido de hidrogénio (H20.), refor¢ando seu efeito no controle de
espécies reativas de oxigénio e indicando seu efeito antigenotoxico, pela inibicdo de
danos oxidativos no DNA de células HepG2. Portanto, concluimos que o éleo de C.
brasiliense age quimiopreventivamente na inibicdo do estresse oxidativo e na protecdo
do material genético contra danos oxidativos de hepatdcitos pela redugdo de ROS e
quebras nas fitas do DNA e potencialmente pode ser aplicado na prevencdo do cancer
hepatico.

Descritores: Caryocar brasiliense; Antioxidante; Quimioprevencao; Carcinogéneses;
Figado; Aflatoxina B1.



Abstract

Palmeira SM. Mechanisms of the chemopreventive effect of pequi oil on in vitro
hepatocarcinogenesis [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2022.

Pequi oil (Caryocar brasiliense, Camb) inhibits the development of hepatocarcinogenesis
in mice, but the mechanisms of this effect are still unknown. It is important to understand
how the oil acts in carcinogenesis chemoprevention, as this fruit, native to Brazil, has
promising use in the prevention of liver cancer. Therefore, in this study, we sought to
identify in vitro the mechanisms by which pequi oil inhibits hepatocarcinogenesis. To
evaluate the possible oil mechanisms, an in vitro liver carcinogenesis model was
established. The cell line AML12 and the carcinogen aflatoxin B1(AFB1) were used in
the model. Cells were exposed to AFB1 (1uM), pequi oil (5.62 pg/mL) in combination
with AFB1 (OP+AFB1) and vehicle control (0.01% DMSO) for 40 cycles, each cycle
being 72h). Subcultures of cells treated with AFB1 and OP+AFB1 for 40 cycles were
characterized according to the gain in phenotype or inhibition of the malignant phenotype
and the following changes were evaluated: changes in growth by quantifying the
proliferative index by immunostaining with BrdU and cell cycle distribution by
immunoblotting; changes in cell death were evaluated by double-labeled apoptosis assay
with annexin V and propidium iodide dyes analyzed by flow cytometry; and evaluation
of oxidative stress was by measuring reactive oxygen species (ROS), the fluorescent dye
DCFDA and immunostaining by fluorescence of antioxidant defense proteins were used.
Furthermore, we evaluated the effect of pequi oil on oxidative stress and the antigenotoxic
effect on HepG2 cells by gquantification of reactive oxygen species (ROS) and a comet
assay to determine DNA damage. As a result, we found that pequi oil reduces the
generation of intracellular ROS in AML12 cells exposed to AFBL1. It is possible that oil
acts on endogenous antioxidant defenses that are responsible for the removal of ROS.
Pequi oil also decreased ROS generation and reduced DNA strand breaks in HepG2 cells
exposed to hydrogen peroxide (H20z), strengthening its effect on reactive oxygen species
control and indicating its antigenotoxic effect by inhibiting oxidative damage to the DNA
of HepG2 cells exposed to hydrogen peroxide. Therefore, we conclude that C. brasiliense
oil acts chemopreventively in the inhibition of oxidative stress and in the protection of
genetic material against oxidative damage from hepatocytes by reducing ROS and DNA
strand breaks, and it can potentially be applied in the prevention of liver cancer.

Descriptors: Caryocar Brasiliense; Antioxidant; Chemoprevention; Carcinogenesis;
Liver; Aflatoxin B1.
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1 Introducéo

O pequi (Caryocar brasiliense, Camb) € um fruto nativo do Cerrado brasileiro que
possui uma polpa rica em lipidios, consideravel teor de proteinas (Facioli e Gongalves,
1998; Lima et al., 2007), alto teor de vitamina C (Almeida et al., 1998; Mariano-da-Silva
et al. 2009) e compostos fenolicos (Roll et al., 2018). O dleo é utilizado na medicina
popular para o tratamento de varias doencas (Almeida e Silva, 1994; Mariano-da-Silva et
al., 2009), incluindo o cancer (Almeida, 2000). Ha diversos acidos graxos (Facioli e
Gongcalves, 1998; Lima et al., 2007), vitamina E (Enes et al., 2011) e possui um contetdo
rico em carotenoides (Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Miranda-Vilela et al.,
2011a, b). Estes compostos possuem propriedades antioxidantes e foram relacionadas aos
efeitos bioldgicos encontrados em estudos realizados com o éleo de pequi (Rodriguez-
Amaya, 1997; Lima e Mancini-Filho, 2005; Khoury et al., 2007; Miranda-Vilela et al.,
2011b; Miranda-Vilela et al., 2011a; Colombo, 2014).

Em estudos anteriores, além do efeito antioxidante (Miranda-Vilela et al., 2011),
foi observado efeito antimutagénico (Miranda-Vilela et al., 2009), atividade anti-
inflamatdria e controle de tumor (Miranda-Vilela et al., 2011a; 2014). Além disso, em um
estudo prévio realizado por nés, o 6leo da polpa de pequi também apresentou potente
atividade na involucgdo de lesdes pré-neoplésicas no figado de camundongos (Palmeira et
al., 2015). Ele reduziu em até 51% o volume das lesdes pré-neoplasicas e de adenomas e
ainda a incidéncia de adenomas, no entanto, o0s mecanismos desse efeito
guimiopreventivo ndo foram determinados. Portanto, € importante entender como o 6leo
atua na quimioprevencéo da carcinogénese, uma vez que este fruto possui uso promissor

na prevencdo do cancer, uma grave enfermidade que acomete pessoas do mundo todo.
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Figura 1 — Fruto do pequizeiro, pequi (Caryocar brasiliense Camb). Foto de José

Antbnio da Silva. Fonte: Revista de Biotecnologia ciéncia & Tecnologia

O céncer esta entre as principais causas de mortalidade no mundo, responsavel
por grandes perdas econdmicas e humanas (Rather e Bhagat, 2018). Em 2020 foram
aproximadamente 10 milhdes de mortes, segundo estimativas do GLOBOCAN (Sung et
al., 2021). Apesar das muitas pesquisas e dos avan¢os no tratamento do cancer, o nimero
de novos casos € alto e segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2020) a
expectativa é que estes numeros continuem aumentando. Estima-se que serdo
aproximadamente 29 milhGes de novos casos até 2040. O dificil tratamento associado aos
altos custos motiva o interesse em estratégias de prevencdo do cancer (Steward e Brown,
2013). O aumento na compreensdo dos mecanismos de desenvolvimento da
carcinogénese e 0 sucesso na prevencao de alguns canceres como 0s de mama, colo e
prostata torna a quimioprevengdo uma abordagem promissora de combate as neoplasias
(Steward e Brown, 2013). Neste sentido, as plantas tém sido fonte de substancia com
grande potencial de uso na prevencgdo de diversos canceres, assim como 0 pequi que se

mostrou promissor na inibigdo da carcinogénese hepatica.
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O cancer hepatico esta entre as neoplasias de maior mortalidade no mundo. Em
2020 foi a terceira causa de morte mais comum por canceres, com 830 mil mortes,
segundo organizacdo mundial de satde (OMS) e estima-se que até 2025 mais de 1 milhdo
de pessoas em todo 0 mundo serdo afetadas por tumor hepético (Llovet et al., 2021). O
carcinoma hepatocelular (CHC) € o cancer hepético de maior frequéncia entre os tumores
primarios de figado, seu prognostico € ruim e as opc¢des de tratamentos eficazes bem
limitadas (Lee et al., 2022), sendo, portanto, uma neoplasia de dificil tratamento. Os
fatores que levam ao seu desenvolvimento sdo multiplos, sendo os principais relacionados
a inflamacdo crénica (fibrose ou cirrose avancadas) induzida por infeccdo do virus das
hepatites (B e C) e consumo de &lcool, esteatohepatite ndo-alcoodlica, aflatoxina (Llovet
et al. 2016). O desenvolvimento do CHC é um processo complexo e de multiplas etapas
(Nishida e Kudo, 2013; Ting et al., 2015), associado a alteracdes genéticas e epigenéticas
(Lee et al., 2022) que estdo envolvidas na ativagdo de certas vias oncogénicas e
contribuem para ganho de funcdo como aumento de proliferacdo celular, sobrevivéncia,
evasdo da resposta imune e invasividade, que desencadeia e perpetuando 0 processo
carcinogénico (Ting et al., 2015; Llovet et al., 2021). Estas alteracGes no crescimento e
sobrevivéncia celular sdo importantes alvos terapéuticos para o controle do cancer de
figado, portanto foram avaliadas neste estudo para entender o efeito do 6leo de pequi
nestes parametros.

Os estégios iniciais da hepatocarcinogénese sao marcados por algumas alteraces
moleculares, entre elas, estd a desregulagdo da resposta ao estresse oxidativo (Miyanishi
et al., 2015; Takaki e Yamamoto, 2015; Llovet et al., 2016), que é caracterizado como
sendo o resultado do desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS) e a capacidade antioxidante celular em manter esses em

niveis ndo toxicos no organismo (Sies, Berndt e Jones, 2017). Em condicdes fisioldgicas
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normais, as moléculas de ROS (principais sdo superdxido, peroxido de hidrogénio e
radical hidroxila) desempenham importantes funcdes na defesa do organismo e na
sinalizag&o celular (Takaki e Yamamoto, 2015). No entanto, em condicédo elevada, leva
ao estresse oxidativo podendo comprometer a estrutura de macromoléculas como lipidios,
proteinas e DNA, levando ao dano oxidativo (Yang e Lee, 2015; Berra et al., 2013).
Consequentemente, pode alterar algumas vias intracelulares, induzir expresséo génica,
metabolismo celular, ciclo e morte celular (Zhou et al., 2016). Além disso, ROS pode
estimular vias que regulam a sinaliza¢do da inflamacéo (Rafacho et al., 2014). Sabemos
que, o carcinoma hepatocelular é o resultado da acumulacdo inflamatéria crénica das
células do figado que evoluiu a cirrose (Ting et al., 2015) e que a inflamacdo pode
contribuir para o desenvolvimento do cancer, mantendo um microambiente tumoral com
moléculas bioativas que permite a sustentacdo da proliferacdo, sobrevivéncia,
angiogénese, invasdo, metéastase do tumor (Hanahan e Weinberg, 2011) e do estresse
oxidativo (Zhou et al., 2016). Uma vez que o estresse oxidativo, tem relacdo com a
iniciacdo e progressdo da carcinogénese hepatica, nos avaliamos o efeito do 6leo de pequi
neste parametro. Mesmo porque o 6leo de pequi é rico em substancias carotenoides e
possui atividade antioxidante e anti-inflamatoria (Lima e Mancini-Filho, 2005; Miranda-
Vilela et al., 2011, 2011a) e pode controlar o estresse oxidativo, contribuindo para
diminuir o dano oxidativo no figado.

O acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) celular pode ser o resultado de
alteracdes da atividade de enzimas que integram o sistema de defesa antioxidante. Esse

sistema enzimatico antioxidante é composto por algumas enzimas como as superoxido

dismutases (SOD) e as catalases. A superoxido dismutase, elimina superoxidos (O2) nas

células. Nas celulas eucarioticas a SOD possui trés formas, sendo a SOD1 a forma cobre-

zinco dependente (CuZnSOD) a mais abundante e encontra-se, principalmente, no citosol
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das células, onde estd em altas concentracdes (Aquilano et al., 2006). A superoxido
dismutase dependente do manganés (MnSOD) ou SOD2, encontra-se na mitocondria
(Sheng et al., 2014), enquanto a SOD3 ou EC-SOD, também cobre-zinco dependente,
encontra-se no meio extracelular (Zelko et al., 2002). A SOD é umas das enzimas mais
relevantes, especificamente a SOD1 (Singh et al. 2015), pois é a primeira defesa na via
do estresse oxidativo (Fridovich, 1997; Montllor-Albalate et al., 2022) e sua auséncia ou
baixos niveis tém sido relacionado com crescimento tumoral. Em camundongos com
auséncia de SOD1 houve aumento na incidéncia de hepatocarcinogénese relacionada ao
estresse oxidativo (Elchuri et al., 2005). J& a catalase, é a principal enzima responsével
pela remocédo do peroxido de hidrogénio (H202), também produzido pela acéo da SOD,

reduzindo-o em O e &gua, inibindo a formagao do radical hidroxila (Sepasi Tehrani e

Moosavi-Movahedi, 2018). O radical hidroxila (HO"), apesar de possuir meia vida muito

curta, € 0 mais reativo e danoso as macromoléculas (Halliwell et al., 2021). Ja o perdxido
de hidrogénio, apesar de ndo possuir eletros desemparelhados (¢ um nédo-radical), € um
intermediéria na reacdo que produz o radical hidroxila. O H20. possui meia-vida longa,
comparado aos demais ROS e é capaz de atravessar membranas intracelulares, podendo
alcancar o nucleo onde pode reagir com ions de metais gerando o radical hidroxila, que é
capaz de danificar o DNA, ocorrendo também com outras macromoléculas (Halliwell et
al., 2021). Em altas concentracdes, o peroxido de hidrogénio € preferencialmente
eliminado pela enzima catalase, que é altamente eficiente nesta remogé&o (Sepasi Tehrani
e Moosavi-Movahedi, 2018). Portanto, SOD1 e catalase junto com as demais enzimas,
evitam danos oxidativos em lipidios, proteinas e acidos nucleicos e mantém o status
antioxidante da célula. Alteracdes nas defesas antioxidantes se relacionam com diferentes

patologias, inclusive com neoplasias. Por exemplo, baixos niveis de SOD1 e catalase
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estdo relacionados a canceres. Também foi encontrado baixos niveis destas enzimas em
hepatdcitos tratados com carcindgenos como dietilnitrosamina (Nuno et al., 2014), &cido
tricloroacético (Mokhamer et al., 2022) e aflatoxina B1 (Eraslan et al., 2017).

Como ja mencionado anteriormente, o dano oxidativo no DNA pode iniciar o
processo carcinogénico induzido por ROS, o quais participam de mecanismo como
sinalizacdo celular, proliferacdo, invasividade, angiogénese e metastase tumoral (Yang e
Lee, 2015). No figado, niveis elevados de geracdo de ROS e o dano oxidativo no DNA
foram associados a hepatocarcinogénese (Chuma et al., 2008). Aqui, nds avaliamos o
efeito antigenotoxico do 6leo de pequi em hepatdcitos de carcinoma hepatocelular, uma
vez que, foi observado em estudo anterior que o éleo reduz danos oxidativos (Miranda et.
Al., 2011).

Modelos in vitro sdo importantes ferramentas para o estudo de mecanismos
moleculares envolvidos no desenvolvimento do cancer. Apesar de suas limitacdes,
possuem papel fundamental na descoberta de vias celulares importantes e genes cruciais
envolvidos no processo neoplasico (Kaemmerer et al., 2016). Apesar de existirem
diversos modelos de hepatocarcinogénese disponiveis em animais de laboratério, ndo ha
nenhum modelo in vitro bem estabelecido que possa ser utilizado em estudos de
qguimioprevencado. Considerando esta necessidade e atendendo a atual tendéncia mundial
que busca a reducdo do uso de animais sempre que possivel, neste estudo estabelecemos
um modelo que foi utilizado para as avaliagdes dos mecanismos de a¢do do 6leo de pequi
nas fases iniciais da carcinogénese hepatica. Nos baseamos em um modelo de
carcinogénese pulmonar estabelecido por Mennecier et al. (2014) no laboratério de
oncologia experimental e comparada - LOEC da FMVZ-USP. Eles utilizaram células
epiteliais E9 de camundongos e o carcinégeno NNK e apds 20 ciclos sucessivos de

exposicdo a este carcindgeno obtiveram células neoplasicas. Quando inoculadas em
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camundongos, estas células revelaram-se tumorigénicas, demonstrando a eficacia do
modelo. Para nosso estudo, utilizamos as células AML12 (ATCC), hepat6citos murinos
imortalizados e o carcindgeno aflatoxina B1 (AFB1).

A AFB1 é um produto do metabolismo secundario de fungos da espécie
Aspergilus flavus. Ela é encontrada como contaminante em diversos alimentos e sua
ingestdo esta associada com o carcinoma hepatocelular (CHC) (IARC, 2002; Haila Abassi
et al. 2016; Yagi Dai et al. 2017). Sua bioativacdo ocorre no figado (principal sitio de seu
metabolismo) mediado pelo citocromo p450 (CYP450), resultando em intermediarios
reativos que se ligam a macromoléculas como DNA (formando adutos) e RNA, e
organelas celulares. Além disso, AFB1 promove aumento da produgdo de ROS, danos
oxidativos e oxidacdo lipidica, que em Ultimo caso pode levar a dano ou morte celular
(Ribeiro, 2005; Rieswijk et al. 2016; Wang et al. 2016; Yaqgi Dai et al. 2017). Esta
aflatoxina é um potente hepatocarcindgeno genotdxico, que pode também causar tumores
em outros orgaos (Vinken et al. 2008; Singh et al. 2015; Ferrreira et al. 2019). Esse
carcindgeno pode induzir carcinogénese tanto em modelos in vivo como em modelos in
vitro (Wang et al. 2017; Shing et al. 2015; Pang et al. 2008.

Considerando a gravidade do cancer hepético e a importancia de buscar novas
abordagens preventivas e terapias alternativas para combater a doenca ou aumentar a
eficacia de drogas anticancer, diminuindo a toxicidade destas e assim melhorando a
qualidade e sobrevida do paciente com CHC, nos avaliamos alguns mecanismos do éleo
de pequi envolvidos na inibicdo da carcinogénese hepética, visto que ele se mostrou
promissor como quimiopreventivo do cancer hepatico em estudo anterior. Também ¢é
importante ressaltar que, a quimioprevencdo a partir de agentes naturais € uma estratégia
promissora pois compostos bioativos presentes em fontes dietéticas podem atuar em

diferentes fases do desenvolvimento neoplasico como agentes blogueadores ou
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supressores, podendo regular eventos celulares e moleculares envolvidos na
carcinogénese (Steward e Brown, 2013; Ting et al., 2015). Eles podem ser incorporados
ao organismo através da alimentacdo (Cerqueira et al., 2007), portanto, podem ser
utilizados como estratégia quimiopreventiva de baixo custo, acessivel e de facil
aplicabilidade no controle do cancer hepéatico, como o pequi, que inibe estresse oxidativo

e protege o material genético contra danos oxidativos de hepatdcitos.



25

Objetivos



26

2 Objetivos

Avaliar possiveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos no efeito
quimiopreventivo do Oleo de pequi (Caryocar brasiliense Camb) na
hepatocarcinogénese. Para isso, estabelecer um modelo in vitro de carcinogénese hepatica
pela exposicao de hepatdcitos a aflatoxina B1 para testar o efeito do 6leo na proliferacgéo,
apoptose e estresse oxidativo, como possiveis mecanismos de acdo; também avaliar o
efeito do Oleo no estresse oxidativo e danos no DNA de hepatdcitos humanos, da

linhagem HepG2.
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3 Métodos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - FMVZ/USP (ndmeros de
registro 2211061115 e 2309170817) e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina — FM/USP com registro 026/16.

O estudo esta dividido em duas partes, sendo a primeira a avaliacdo dos
mecanismos do 6leo de pequi na linhagem AML12 expostas a aflatoxina B1 e segunda
parte refere-se a avaliacdo do efeito do 6leo em linhagem de hepatdcitos humanos,

HepG2.

3. 1 Preparo e analise quimica do 6leo do pequi (Caryocar brasiliense Camb)

O oleo de Caryocar brasiliense foi cedido pelo professor Dr. César K. Grisolia da
Universidade de Brasilia — UnB. Ap0s ser extraido a frio através de prensa mecanica da
polpa do pequi fresco, o 6leo foi filtrado a vacuo e acondicionado em frasco ambar. Para
o0 preparo das solugbes de tratamentos, o 6leo de pequi (OP) foi dissolvido em etanol.
Porém, para que a concentracdo final de etanol ndo ultrapassasse 0,2% foi preparada uma
solucdo concentrada de OP (50 mg/mL) para ser diluida em PBS 1x ou em meio de
cultivo, obtendo uma solucéo intermediaria de 2160 pg/mL que na sequéncia foi diluida
para a concentracao final (5,62 pg/mL).

Para a verificacdo qualitativa dos &cidos graxos saturados e insaturados, tabela 1
(Miranda-Vilela et al., 2011), foi realizada a andlise quimica do 6leo de Pequi na Central

Analitica no Instituto de Quimica — USP, por método de Cromatografia Gasosa, em
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coluna BPX5 5% fenil polisilfenileno. Os carotenoides totais foram determinados de
acordo com a descricdo de Fidrianny et al. (2013). O 6leo foi diluido em n-hexano a 10
mg/mL. Entdo, 1 mL do extrato diluido teve a absorbancia mensurada a 470 nm em uma
cubeta de 10 mm de caminho Optico. O beta caroteno nas concentra¢fes de 0,25 a 10
pg/mL foi utilizado como padréo. O teor de carotenoides totais foi expresso como
miligramas equivalentes de beta caroteno por grama de 6leo (mg BC/g). Este ensaio foi
realizado em triplicata no Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais da Universidade

Federal de Tocantins/UFT - Palmas.

Tabela 1 — Composicdo relativa do éleo da polpa de Pequi (Caryocar brasiliense Camb).
Adaptada de Miranda-Vilela et al. (2011).

Acidos Vitaminas? Carotendides
graxos !
Saturados Insaturados Tipos
(%) (%) (mg/100g)
Palmitico Oleico Vitamina C Pro-vitamina A (6,26 — 11,5)
(41,78) (54,28) (78,3)
Estearico  Palmitoleico Vitamina E Licopeno (1,12 — 2,08)
(1,28) (0,67) (0,607)
Araquidico Linoleico
(0,12) (1,36)
Linolénico
(0,51)
Total Total Total Total
(43,18) (56,88) (78,9) (6,75 — 28,66)

¥ Ramos et al., 2001; 3 Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; 3 Oliveira et al., 2006; * Lima
et al., 2007; ! Miranda-Vilela et al., 2009; 2 Almeida et al., 1988; 2Enes et al.,2011.



30

3. 2 Desenvolvimento do modelo de hepatocarcinogénese in vitro e avaliagdo dos

mecanismos da atividade quimiopreventiva do 6leo de pequi

Para o desenvolvimento do modelo de carcinogénese hepética in vitro foi utilizada

a linhagem comercial AML12.

3. 2.1 Cultivo celular da linhagem AML12

A linhagem celular AML12 (hepatécitos normais de camundongo transgénico
para TGFa humano) (ATCC CRL-2254) foi adquirida do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ 0354). Ela foi mantida em meio de cultivo Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco), 1% da mistura de penicilina (100 1U/mL) e estreptomicina (100pg/mL),
1% Insulin-Transferrin-Selenium - ITS-G 11 (Gibco®) (0.005 mg/ml insulina, 0.005
mg/ml transferrina, 5 ng/ml selénio) e mais 40ng/ml de dexametasona. As culturas foram
semeadas em garrafas de 25 ml contendo meio suplementado (descrito acima) trocado a
cada 48h e a incubacdo feita em estufa umidificada (95% de ar e 5% de CO) a 37 °C.
Para o ensaio de inducdo de fendtipo transformado, as células foram tratadas com

aflatoxina B1 (AFB1 — Aspergillus flavus, cdd. A6636-1MG, Sigma-Aldrich).

3. 2. 2 Modelo de hepatocarcinogénese in vitro

Para a realizacdo do modelo de carcinogénese hepatica foi utilizado o esquema

abaixo (Fig. 2), conforme proposicéo de Siriwardhana et al., (2008). Apesar de ter sido
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padronizado para células epiteliais mamarias, 0 mesmo modelo foi utilizado para células
epiteliais pulmonares (Mennecier et al., 2014) com sucesso e nds o reproduzimos

utilizando hepatdcitos.

Non-cancerous Human Breast Epithelial
MCF10A Cells

S

24 hrs

NNK —p»

x 20 cycles

48 hrs
3 daysicycle

Subculturing —|

J

Analysis of acquired
cancerous properties & gene expression

Figura 2 — Esquema de inducdo in vitro da carcinogénese (Siriwardhana et al., 2008).

3. 2. 3 Determinacao das concentracfes de tratamento e exposicao das células

AML12 a aflatoxina B1 (AFBL1) e ao 6leo de pequi (OP)
Ensaio de citotoxicidade — MTT.

As células AML12 foram semeadas em placa de 96 poc¢os na densidade de
0,5x103 por pogo. Passadas 24h foram tratadas com 0.001, 0.01, 0.1, 1 e 10 uM de AFB1
por 48 e 72h. A viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio colorimétrico do Tiazoyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT). Trés (3) horas antes do término dos tempos de
tratamento 48 e 72 horas, adicionamos ao meio a solu¢do de MTT (Amresco, Inc., EUA)
a 0,5mg/mL (10pL de MTT a cada 100pL de meio de cultivo) e incubada sob protegéo

da luz em estufa de CO2, a 37 °C. Apds esse periodo, as placas foram centrifugadas, o
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sobrenadante descartado e adicionado 100 pL de DMSO/pogo para dissolver os cristais
de formazan. A leitura foi em espectrofotometro a 570 nm. A viabilidade celular foi
calculada como porcentagem do controle negativo (DMSO). Foi escolhida a concentragéo
com baixa citotoxicidade levando em consideragdo o protocolo adotado com ciclo de
exposicdo de 48 horas.

Para determinagdo da concentracdo de tratamento com dleo de pequi (OP), foi
realizado um novo ensaio de citotoxicidade utilizando o MTT. As células AML12 foram
semeadas em placa de 96 pogos na densidade de 3x10* por pogo. Passadas 24h, foram
expostas a 1uM de AFB: (concentracdo definida anteriormente) e a diferentes
concentragcdes do 6leo de pequi (380 - 180 - 90 - 45 - 22,5 - 11,25 e 5,625 ug/mL) por
48hs. A viabilidade celular foi mensurada pelo ensaio colorimétrico do Tiazoyl Blue
Tetrazolium Bromide (MTT) e seguiu 0 mesmo protocolo anterior. A leitura foi em
espectrofotdmetro a 570 nm e a viabilidade celular foi calculada como porcentagem do
controle negativo (DMSO = 100%). Foi escolhida a concentragdo com baixa
citotoxicidade levando em consideracéo o protocolo adotado com ciclo de exposicao de

48 horas.

Exposicao

Apobs determinacdo das concentracBes ndo citotoxicas de AFB1 e OP as células
AML12 foram tratadas por 40 ciclos consecutivos, com duracdo de 72 horas cada ciclo.
Este procedimento sucedeu-se detalhadamente da seguinte forma: as células AML12
foram semeadas na densidade de 5x10° em garrafas de 25 cm® em meio DMEM-F12, com
suplementacéo, j& descrita anteriormente, e ap6s 24 horas (periodo de adesdo celular)
foram expostas aos tratamentos (AFB1 e AFB1+0OP) nas concentragdes de 1 uM/mL e

5,62 ug/mL, respectivamente por 48h, totalizando 72 horas correspondendo a um ciclo.
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Passado esse periodo de exposicdo aos tratamentos, as células foram tripsinizadas
(tripsina 0,25%), centrifugadas, o sobrenadante descartado, as células ressuspendidas em
meio de cultivo novo e novamente semeadas, iniciando um novo ciclo. Este procedimento
sucedeu-se por 40 ciclos consecutivos (Fig. 3). Para validagdo dos resultados foram
preparados controles, onde as células passaram também por 40 ciclos, porém foram
expostas apenas ao solvente veiculo, dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich).
Subculturas das células tratadas por 40 ciclos com AFB1 foram caracterizadas quanto as
alteracdes no crescimento, morte celular e aumento no estresse oxidativo e se o tratamento
com OP+AFBL1 inibiu estes eventos. Estas analises estdo descritas nos itens que se

seguem.

Esquema de indugao in vitro da carcinogénese ' e tratamento com éleo de
pequi

AML12
Cultivoem
DMEM-F12 AML12-DMSO AML12.DMSO

‘ AML12-AFB1 AMLA2.AFB1

R
AML12-AFB1+0P AML12-AFB1+0P caracteristicas
as

NHET i

E%

T

i ! Exposigéo a AFB,
1pMiml eiou+ OP 5,6 pgiml Subculturas J

X 40 ciclos - 72h cada

1 Siriwardhana et al.. (2008)

Figura 3 — Esquema dos ciclos de tratamentos da AML12 exposta a aflatoxina bl (AFB1) e 6leo
de pequi (OP).
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3. 2. 4 Analises da proliferacéo celular das subculturas expostas a AFB1 e

AFB1+OP

3. 2. 4. 1 imunomarcacgio para BrdU

As células foram semeadas em placa de 96 pocos na densidade de 1x10* por pogo
e incubadas em estufa umidificada (95% de ar e 5% de CO>) a 37 ° C. Ap0s 24 horas para
adesdo celular, as células foram incubadas por 3h com uma solugédo a 10 uM de BrdU em
estufa umidificada. Ap6s o término da incorporacdo do BrdU, as células foram lavadas
com PBS por 5 vezes e em seguida fixadas com etanol 70% por 20 minutos em
temperatura ambiente. Seguiu-se com a hidrélise do DNA, o qual foi desnaturado com
HCL 2M por 20 minutos a 37 °C e em sequéncia neutralizado com tampao borato. Apds
a bloqueio das peroxidases por 30 minutos foi realizado o bloqueio de sitios inespecificos
(1% de BSA + 1% Triton 0,1% + soro de cabra 2% em PBS pH 7,4). Na sequéncia foi
realizado o protocolo para imunocitoquimica padrdo. O anticorpo primario utilizado foi
o0 anti-BrdU clone BU 33 (sigma-Aldrich, n° cat. B8434) incubado overnight na dilui¢éo
1:500. Apds 18h de incubacdo do anti-BrdU foi utilizado o polimero SuperPicture
(Invitrogen, n° cat 87-8963) como sistema de amplificacdo e detec¢do, incubado por 20
minutos em temperatura ambiente, seguido de lavagem e revelacdo com o cromdgeno
diaminobenzidina (DAB, Dako). As imagens foram capturadas pelo sistema de analise de
imagens Zen Blue (Zeiss) e a contagem automatica das células positivas foram realizadas
com auxilio do programa open source  QuPath, disponivel em

https://qupath.readthedocs.io/en/stable/#.
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3. 2. 5 Analise da distribuicdo do ciclo celular por Western blotting e morte

celular pelo ensaio de apoptose (Anexina V) por citometria de fluxo

3. 2.5 a) Ensaio de apoptose (anexina V) por citometria de fluxo

Para analises de apoptose, apds término dos ciclos de tratamentos, as subculturas
foram cultivadas em garrafas de 25 cm? (triplicatas), até atingirem densidade de 10°
células. Antes de serem colhidas, as células foram expostas por 30 minutos ao peroxido
de hidrogénio (0,2 mM) & 37 °C para inducdo de morte. Em sequéncia, o0 meio de cultura
foi removido, as células foram tripsinizadas, recolhidas em tubo para citometria e coradas
com o kit Alexa® Fluor 488 annexin V (cdd. V13245; Molecular Probes, EUA) e lodeto
de Propidio (PI) de acordo com o protocolo do fabricante. A anélise do indice de apoptose
foi realizada em citdbmetro de fluxo FACSCalibur com sistema de atualizagéo
multicolorida Cytek DxP (BD-Cytec, EUA) usando FlowJo-CE 7,5v (Cytek, EUA) e

analise dos dados no Software FlowJo 10.7v (BD, EUA).

3. 2. 5 b) Extracdo de proteinas e analise de western blotting

Para analise molecular do ciclo e morte celular, foram extraidas proteinas totais
das células tratadas. A extracao foi realizada com RIPA lysis and extraction buffer (cat.
n°® 89900; Thermo Fisher Scientific) suplementado com inibidor de protease. As
concentragOes das proteinas foram determinadas pelo método Bradford. Quantidades
iguais (50 ug) de proteinas totais das amostras dos diferentes tratamentos foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) 4-

12% e transferidas em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF), que na sequéncia



36

foram blogueadas por 60 minutos em leite desnatado 5% em temperatura ambiente. Ao
término do bloqueio, a membrana foi incubada com o coquetel de anticorpos primarios
(pCdk/pHH3/Actin/PARP - Cell Cycle and Apoptosis WB Cocktail; cat n°. ab139417;
Abcam) na concentragdo 1:250, overnight a 4 °C. No préximo dia, a membrana foi
incubada com secundério conjugado com HRP (1:250), fornecido no mesmo Kit que o
primario, por 60 minutos em temperatura ambiente. Para a visualiza¢do das bandas foi

utilizado o kit ECL-HRP (cat n°. RPN2132; GE Healthcare).

3. 2. 6 Avaliacao do estresse oxidativo pela mensuragdo de ROS intracelular,

imunofluorescéncia (enzima SOD1 e catalase) e western blotting para enzima SOD1

3. 2. 6. a) Geragédo de ROS intracelular

A aflatoxina esta relacionada ao aumento da producéo de espécies reativas e danos
oxidativos (Ribeiro, 2005; Rieswijk et al. 2016; Yaqi Dai et al. 2017). Para caracterizagdo
das células expostas a AFB1 quanto ao metabolismo oxidativo e avaliacdo do efeito de
OP sobre as células expostas a este carcindgeno, foi realizado o ensaio de geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular. Para a realizacdo deste ensaio, foi
utilizado um kit para deteccdo de ROS DCFDA (n° cat. ab113851, Abcam). O 2°,7’
diacetato de diclorofluoresceina é um corante fluorogénico permeante que mede a
atividade de peroxil, hidroxil, entre outras espécies reativas de oxigénio na célula. Apds
sua difusdo na célula, o DCFDA ¢é desacetilado por esterases celulares a um composto
ndo florescente, sendo depois oxidado por ROS em 2’ 7’ diclorofluoresceina (DCF) um
composto altamente florescente e que pode ser detectado por espectroscopia de

fluorescéncia. As celulas foram plaqueadas em placa de 96 pocos de fundo claro e laterais
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pretas na densidade de 1,25x10* células por poco. Apos 24 horas de incubagéo as células
foram lavadas e 100 ul de solugcdo de DCFDA (20 uM) foram adicionados as células e
incubado por 45 minutos, ao abrigo da luz, a 37 °C. O DCFDA foi removido e as celulas
lavadas com PBS uma vez, seguida pela exposicao das células a 0,2 mM de H>O> por 30
minutos para simular uma condi¢do pro-oxidante e a geracao de ROS. A florescéncia foi
mensurada em leitor de microplacas Hidex (modelo 425-301, Filandia) com excitacdo e
emissdo 485 nm/535 nm comprimento de onda, respectivamente. A mensuracdo de ROS
foi expressa como aumento da intensidade de fluorescéncia em comparacao ao controle

(células expostas apenas ao solvente DMSO).

3. 2. 6. b) Ensaio de imunofluorescéncia para SODL1 e catalase

As subculturas das células tratadas por 40 ciclos com os diferentes tratamentos
foram cultivadas sob laminulas em placas de 6 pocos. Apds atingirem confluéncia
necessaria e antes da fixacao, as células foram expostas ao H20> (0,2 mM) por 30 minutos
a 37 °C. Ao término dos 30 minutos, as células foram lavadas com PBS contendo 0,05%
tween e na sequéncia fixadas em formaldeido 4% (formaldeido 40% diluido em PBS pH
7,3) ou metanol (10 a 20 minutos a -20 °C) de acordo com o protocolo de imunomarcacgéo
de interesse. Para a imunomarcacdo de anti-SOD1 Rabbit policlonal (cod. ab13498,
Abcam) inicialmente as células passaram por bloqueio das peroxidases endégenas (H.Od
+ 10% de H202) por 20 minutos e bloqueio das proteinas inespecificas (PBS+BSA 5% +
triton 0,03%) por 60 minutos, ambos em temperatura ambiente. Na sequéncia as células
foram incubadas com anticorpo primério (1:300 diluido em solucéo de PBS+ 1% de BSA

+ 0,03% de Triton X-100) overnight a 4 °C. Para a marcagdo com anti-Catalase (cod.
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ab16731, Abcam) as células foram lavadas com PBS, seguido de permeabilizagdo e
blogueio das proteinas inespecificas com 0,1% de Triton X-100 e BSA 5% em PBS por
25 minutos em temperatura ambiente. O anticorpo primario (1:200) diluido em TNB foi
incubado overnight a4 °C. No segundo dia, o protocolo foi igual para ambas as marcac6es
(SOD1 e Catalase). Apos lavagem com PBS (acrescido de tween 0,05% para SOD1) por
trés vezes, as células foram incubadas com o secundario biotinilado anti-coelho (1:200;
cbd. ab97049, Abcam) por 60 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram incubadas com 80 pL/laminula de Estreptavidina-HRP (c6d. Ab64269, Abcam)
por 30 minutos em camara escura. Apos lavagem (trés vezes de 5 minutos), para
amplificar o sinal da fluorescéncia, as células foram incubadas com Tiramida-
Fluoresceina (1:200; TSA™ - Fluorescein System; c6d. NEL701A001KT, Perkin Elmer,
EUA) por 10 minutos em camara Umida. Para finalizar, ap6s lavagem, as células foram
incubadas em lodeto de Propidio (1:100) por 10 minutos, seguido de montagem das
laminas, vedadas com Prolong Antifade®. As imagens foram capturadas em microscopio

Olympus BX60F5 (Olympus Optical Co., Ltd., Japao).

3. 2. 6. ¢) Ensaio de western blotting

O anticorpo primario utilizado foi anti-SOD1 Rabbit policlonal (cod. ab13498,
Abcam). O protocolo adotado foi 0 mesmo descrito anteriormente (item 3. 2. 5 b).
Resumidamente 50 g de proteinas totais das amostras foram separadas por SDS-PAGE
4-12% e transferidas em membrana PVDF, bloqueadas por 60 minutos em leite desnatado
5% em temperatura ambiente. As membranas foram incubadas com o0s anticorpos

primarios na concentracdo 1:1000, overnighta 4 °C. Apos incubacao das membranas com
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secundario conjugado com HRP por 60 minutos em temperatura ambiente, as bandas

foram visualizadas utilizado o kit ECL-HRP (cat n°. RPN2132; GE Healthcare).

3. 3 Avaliacéo do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Camb) no estresse oxidativo e

danos no DNA em linhagem de carcinoma hepatocelular humano - HepG2

3. 3. 1 Cultivo celular e tratamento

As células HepG2, cedidas pela proft Maria Z. Dagli, foram mantidas em meio
de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s médium — DMEM (Gibco) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% da mistura de penicilina (100 1U/mL),
estreptomicina (100ug/mL), incubadas em estufa umidificada (95% de ar e 5% de CO2)
a 37 ° C. O oleo de pequi, doado pelo professor Dr. Cesar K. Grisolia (Universidade de
Brasilia — UnB) foi dissolvido em etanol. Para que a concentracao final de etanol ndo
ultrapassasse 0,2% foi preparada uma solugcdo mais concentrada do 6leo de pequi para ser
diluida em PBS 1x ou em meio de cultivo. Para a realizacdo dos ensaios de MTT,
mensuracdo da producdo de ROS intracelular, ensaio do cometa e concentracdo de
lipidios intracelular, foram testadas as concentracdes de 90 e 180 pug/mL do 6leo de pequi.

Para cada ensaio foi preparado os respectivos controles.

3. 3. 2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi definida pelo método colorimétrico descrito por

Carmichael et al. (1987). As células foram cultivadas em placas de 96 pogos na densidade

de 10* células/pogo em um volume final de 200 pl e tratadas nas concentracdes (90 e 180
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pg/mL) do dleo de pequi a 37 °C. Quatro horas antes do término dos tempos de tratamento
24 e 48 horas foi adicionado ao meio a solugdo de MTT (Tiazoyl Blue Tetrazolium
Bromide — Amresco, Inc., EUA) a 0,5mg/mL (10pL de MTT a cada 100uL de meio de
cultivo) e incubadas sob protecdo da luz em estufa de CO2, a 37 °C. Apds esse periodo,
as placas foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e adicionado 100 pL de
DMSO/poco para dissolver os cristais de formazan. A leitura foi feita em leitor Elisa (570
nm). A viabilidade celular foi calculada como porcentagem do controle veiculo (Etanol).

Este ensaio foi realizado em sextuplicatas.

3. 3. 3 Quantificacdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

intracelular

Para a realizacéo deste ensaio foi utilizado um kit para detecgdo de ROS DCFDA
(DCFDA Cellular ROS Detection Assay Kit, Abcam). O 2°,7° diacetato de
diclorofluoresceina € um corante fluorogénico permeante que mede a atividade de
peroxil, hidroxil, entre outras espécies reativas de oxigénio na célula. Apéds sua difusao,
0 DCFDA é desacetilado por esterases celulares a um composto ndo florescente, sendo
depois oxidado por ROS em 2’ 7’ diclorofluoresceina (DCF) um composto altamente
florescente e que pode ser detectado por espectroscopia de fluorescéncia. As células
HepG2 foram plaqueadas em placa de 96 pogos, fundo claro e laterais pretas na densidade
de 2,5x104 células por poco. Apds 24 horas do plagueamento, as células foram tratadas
com o 6leo de pequi nas diferentes concentracdes (90 e 180 pg/mL) e incubadas por mais
24 horas. Ao término deste periodo, as células foram lavadas com tampao (kit) e 100 pl
de solugdo de DCFDA (25 uM) foram adicionados as células que foram incubadas por

45 minutos, ao abrigo da luz, a 37 °C em estufa umidificada. Ao término da incubacdo, o
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DCFDA foi removido e as células foram tratadas com uma solucéo (100 pl) de peréxido
de hidrogénio (H202) a 0,2 mM por 10 minutos para indugdo de estresse oxidativo. A
florescéncia foi mensurada em leitor de microplacas Hidex (modelo 425-301, Filandia)
com excitagdo e emissdo 485 nm/535 nm comprimento de onda, respectivamente. A
mensuracdo de ROS foi expressa como aumento da intensidade de fluorescéncia em

comparagao aos controles (células ndo tratadas com o dleo de pequi).

3. 3. 4 Ensaio do cometa (eletroforese em gel de célula Gnica)

O dano no DNA é um marcador de estresse oxidativo e pode ser mensurado pelo
ensaio do cometa. Por este ensaio, 0 estresse oxidativo pode ser medido indiretamente ao
invés de medir diretamente espécies reativas de oxigénio. NOs optamos por realizar este
ensaio uma vez que este € um marcador de estresse oxidativo mais duradouro e por
fornecer informacdes sobre efeitos antigenotdxico e capacidade de reparo celular dos

compostos.

3. 3. 4.1 Tratamento das células

Este ensaio foi realizado seguindo o protocolo de Angeli et al., (2009) com
modificagdes. Em placa de 24 pogos, 2x10° de células foram adicionadas por pocgo e
incubadas por 24 horas. As células foram tratadas de acordo com os seguintes protocolos:

Pré-tratamento — apds as 24 horas de adesdo, o meio foi removido e as células
foram tratadas com 0leo de pequi em duas concentragdes (90 ug e 180 pg) por 1h. Em

sequéncia foram lavadas com PBS 1x e as células tratadas com perdxido de hidrogénio
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(H202) a 0,2 mM por 10 minutos. As células foram novamente lavadas com PBS e em
seguida tripsinizadas.

Pos-tratamento — apds 24 horas de adesdo, as células foram lavadas com PBS
1x e tratadas com H20, a 0,2 mM por 10 minutos. Na sequéncia foram lavadas e seguido
do tratamento com o 6leo de pequi nas duas concentracdes (90 ug e 180 ug) por 1 hora.
Ao término do tempo foram lavadas e tripsinizadas.

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com as recomendagdes no protocolo
do fabricante do kit (ab238544 Comet Assay Kit, Abcam). Apés os tratamentos, descritos
acima, as células foram ressuspendidas na densidade de 1 x 10° células por ml em PBS
1x gelado sem Mg2* e Ca2*. A suspensao celular foi misturada a agarose numa proporcéo
de 1:10 (v/v) e entdo 75 pl desta mistura (agarose + suspensao celular) foram pipetados
em cada poco da lamina (fornecida pelo kit). Em seguida, as laminas foram incubadas em
tampé&o gelado de lise, solucéo alcalina e na sequéncia foram submetidas a eletroforese
em camara horizontal de eletroforese em gel. Para a solucdo de corrida foi utilizado o
tampao de eletroforese alcalino (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH>13). Para a
eletroforese foi aplicado 1V/cm por 30 minutos e corrente de 300 mA. Apos a eletroforese
as laminas foram coradas com o corante de DNA Vista Green (fornecido no Kkit) e
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram fotografadas
utilizando um microscopio de luz com fluorescéncia (Nikon, modelo Eclipse 80i). Para
quantificacdo, um minimo de 50 células por tratamento, foram selecionadas de forma
aleatdria e analisadas utilizando o software CASP (versdo CASP_1.2.3b1). O parametro
utilizado como indice de dano induzido no DNA foi 0 momento da cauda, ja que
considera ambos, tanto a migragdo do material genético quanto a quantidade relativa de
DNA na cauda (momento da cauda = comprimento da cauda multiplicado pela

porcentagem de DNA na cauda).
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3. 4 Mensuracao de lipidios intracelular pelo corante Nile Red em células

HepG2 tratadas com 6leo de pequi

O vermelho de Nilo é um corante fluorescente hidrofilico ideal para marcacao de
lipidios. A caracteristica do seu sinal fluorescente depende da hidrofobicidade do lipidio
que resulta em uma mudancga de emissdo de vermelho para amarelo dependendo da
polaridade do lipidio (Diaz et al., 2008). Este ensaio foi realizado para avaliar se o 6leo
de pequi nas diferentes concentragcOes testadas nos experimentos anteriores leva a um
aumento na acumulacdo de gordura nas células HepG2. As células foram plagueadas em
placas com laterais escuras e fundo claro, de 96 pogos com 2,5x10° células por poco.
Apo6s 24 horas do plagueamento, as células foram tratadas com as diferentes
concentragdes de 6leo de pequi e incubadas por mais 24 horas em estufa umidificada, a
37 °C. Ao término do periodo de 24 horas, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x
e em seguida foi adicionado 100 ul em cada poco de solucdo com vermelho do Nilo
(0,25mg/mL) e incubadas por 15 minutos em estufa umidificada a 37 °C. Apos a
incubacdo, o corante foi removido e a placa lavada com PBS por duas vezes. A
florescéncia foi mensurada em leitor de microplacas Hidex (modelo 425-301, Filandia)
com excitacdo e emissdo 488 nm/544 nm de comprimento de onda, respectivamente. A
intensidade da fluorescéncia é diretamente proporcional ao contetdo intracelular de
lipidios neutros. O acumulo de gordura foi expresso como aumento da intensidade de
fluorescéncia em comparagéo ao controle (células HepG2 ndo expostas as concentracoes
do 6leo).

4. 4 Analises estatistica
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Todas as analises foram com o auxilio do software estatistico GraphPad Prism
(GraphPad Software version 9.3.1. 471, Inc., San Diego, CA, USA). Os dados foram
analisados pelo teste de multiplas comparagdes kruskal-wallis, seguido de pos teste de
Dunn quando os resultados foram significantes. Diferencas entre grupos foram

consideradas significantes quando p < 0,05.
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Resultados
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4 Resultados

A anélise quimica qualitativa do 6leo de pequi realizada na Central Analitica no
Instituto de Quimica — USP identificou a presencga das substancias analisadas: acidos
graxos saturados, insaturados e carotenoides. Na determinagdo dos carotenoides totais a

concentracdo no 6leo de pequi foi de 16,850 + 0,064 mg BC/g.

4. 1 Mecanismos da atividade quimiopreventiva do Oleo de pequi na

carcinogénese hepética in vitro

Os clones de AML12 tratados por 40 ciclos com AFB1 (1pM) foram
caracterizados quanto as alteragdes no controle do crescimento celular, morte celular,
aumento no estresse oxidativo e se estes distarbios foram amenizados no tratamento com

0 Oleo de pequi (OP) na concentracao de 5,62 pg/ml.

4. 1. 2 Efeito da AFBL1 e do 6leo de pequi na viabilidade celular de AML12

O teste do MTT foi utilizado para avaliar a concentracao da aflatoxina B1 (AFB1)
e aflatoxina B1 mais 6leo de pequi (OP+AFB1) capaz de afetar a viabilidade celular da
AML12. Apbs os tempos de tratamento (48 e 72 horas) com o carcindgeno em
concentragdes crescentes, a AFB1 reduziu a viabilidade celular tempo e concentracéo-
dependente comparado ao controle (Fig. 4 A-B). Quando avaliado o tratamento com OP
em suas diferentes concentragdes (180, 90, 45 e 5,62 pg/mL) mais AFB1 (1uM) néo foi

observado diminuigéo significante no crescimento celular de AML12 (fig. 4-C). A partir
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destes resultados a concentracdo de 1M de AFB1 e de 5,62 pg/mL de OP foram adotadas

como concentragdes para uso neste estudo.
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Figura 4. Efeito na viabilidade celular de AML12 ap6s exposicéo de 48 e 72 horas a AFB1 (A e
B) e OP+AFBL1 apos 48 horas (C) em diferentes concentragfes. (A) As concentraces de AFB1
0,001-1uM no tempo de 48 horas ndo apresentaram diferencas estatisticas comparadas ao controle
(DMSO). (B) Apenas a concentragdo de 0,001 uM ndo reduziu significantemente a viabilidade
celular das células AML12. A concentracdo de 10 uM apresentou alta toxicidade nos tempos de
48 e 72 horas para as células AML12. Dados representam os valores das médias + DP das 6
replicatas para cada concentracdo. *** p<0,0001, comparado ao controle veiculo (DMSO). (C)
Exposicdo ao OP+AFB1 por 48 horas ndo reduziu significantemente o crescimento celular de
AML12. Dados representam os valores das médias = DP das duplicatas (4) para cada
concentracgdo. * p< 0,0483, comparado a AFB1 (LM).

4. 1. 3 O 6leo de pequi modula a expresséo de proteinas reguladoras do ciclo

celular das células AML12 expostas AFB1
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Para avaliar a capacidade inibitéria de OP na proliferacdo celular da AML12
expostas a OP+AFB1 por 40 ciclos, foi realizado um ensaio de imunomarcagdo com
bromodesoxiuridina (BrdU), um analogo de timidina, que € incorporado na fase S do ciclo
celular, sendo um marcador de sintese de DNA e um excelente marcador de proliferacéo.
A andlise estatistica mostrou que ndo ha diferenca na taxa de proliferacdo das células
AML12 tratadas com AFB1 ou OP+AFB1 comparadas as do controle DMSO (fig.5). Em
sequéncia, também avaliamos a distribuicdo do ciclo celular pelo ensaio de
imunoblotting. Para esta avalia¢do, utilizamos um coquetel com as proteinas fosforiladas
- quinase 2 dependente de ciclina (pCdk?2) e Histona H3 (pHH3), marcadores da fase G1/S
e M do ciclo celular. A Cdk2 faz parte da familia das quinases, proteinas que se ligam as
ciclinas e controlam o ciclo celular em mamiferos (Zhang et al.2022), também ¢é
necessaria para o reparo de danos no DNA causado por agentes mutagénicos (Tadesse et
al., 2019). Quando fosforilada pelo residuo tirosina (Tyl15), mantém-se em estado
inativado e sua concetracdo na fase G1/S, indica parada de ciclo uma vez que ela é
necessaria para a transicdo de G1 para fase S. Ja a histona H3, é componente importante
do nucleossomo e construcdo da cromatina. A fosforilacdo de HH3 em serina 10 (Ser10)
estd associado a condensacdo dos cromossomos (Elmaci et al., 2018) e sua elevacgédo
indica parada na fase M do ciclo celular. Nossos resultados demonstraram que 0 grupo
tratamento OP+AFB1 diminuiu a expressao da Cdk2 pTyrl5, que esta super expressada
no grupo tratamento AFB1, gerando uma parada do ciclo em G1/S neste Gltimo grupo.
Para a HH3 pSer10 houve uma baixa expressédo em todos os grupos tratamentos (fig.6),
no entanto em OP+AFB1 houve menor expressdao. Uma vez que AFB1 induz parada de
cicloem G1/S e o tratamento com o 6leo de pequi ndo, nds avaliamos a morte celular por
apoptose para verificar os efeitos do 6leo neste parametro. A apoptose foi induzida por

H20. (0,2mM por 30 minutos) e foi pela dupla coloragdo com os corantes Anexina V
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(células apoptdticas) e iodeto de propidio (células necréticas), analisados por citometria
de fluxo (Fig. 7A). Por este ensaio encontramos que, AFB1 inibiu apoptose tardia,
comparado ao controle (DMSO). No entanto, o 6leo de pequi, estatisticamente, ndo
apresentou diferenca em relacdo ao controle (DMSO) e ao grupo tratamento com AFB1
(fig. 7C). A necrose, em ambos 0s grupos ndo apresentou diferencas estatisticas (fig 7D).
Esses resultados mostram que o efeito de OP estéo relacionados com a inibic&o dos efeitos
toxicos de AFB1 que levaram a parada do ciclo celular em G1/S, mas ndo interfere na
apoptose. Também o resultado da apoptose explica em parte por que a AFB1 mesmo

tendo um atraso no ciclo celular, mantém o indice proliferativo semelhante ao controle

(DMSO).
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Figura 5 — Analise da capacidade proliferativa das células AML12 expostas a AFB1 (1uM) e
combinagdo de AFB1 mais 5,62 pg/mL de 6leo de pequi (OP+AFB1) por 40 ciclos. O indice
proliferativo foi mensurado pela porcentagem de nucleos positivos para BrdU (10 puM)
incorporado pelas células nos diferentes tratamentos e ndo houve diferenca entres os grupos (A).
(B) imagem representativa de ndcleos positivos e negativos para BrdU, no recorte controle
negativo da reacdo, no aumento de 10x. O DMSO (0,01%) foi usado como veiculo nas células
controles. One-way ANOVA seguido de pds-teste de Kruskal-Wallis que comparou o controle
com os tratamentos. Diferencas estatisticas foram aceitas quando p< 0,05.
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Figura 7 — Efeito de AFB1 (1uM) e OP+AFB1 na morte celular de AML12 exposta ao tratamento
por 40 ciclo (72h cada ciclo). (A) Representagdo da analise de citometria de fluxo, onde as células
foram duplamente coradas com anexina V (células apoptéticas) e iodeto de propidio (células
mortas). (B) Quantificacdo de células apoptoticas (anexina VV*/IP") onde ndo houve diferenga entre
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0s grupos e (C) inibicdo de apoptose tardia (Anexina V*/PI") no grupo AFB1 comparado ao
controle. * p<0,02. (D) O indice necrdtico (Anexina V/P1*) ndo houve diferencas entre 0s grupos.
O DMSO (0,01%) foi usado como veiculo nas células controles. One-way ANOVA seguido de
pos-teste de Kruskal-Wallis que comparou o controle com os tratamentos. Os valores sdo
expressos como médias + DP de triplicatas.

4. 1.6 O oleo de pequi inibi a geracdo de ROS intracelular e altera expressao

de proteinas do sistema de defesa antioxidante de AML12 expostas a AFB1

A geracdo de ROS intracelular nas células AML12 expostas a AFB1, tratadas e
ndo tratadas com OP, foi avaliada utilizando o fluorogénico DCFDA para verificar se o
sistema de defesa antioxidante foi afetado pelo tratamento. As células foram expostas ao
H202 (a 0,2 mM) por 30 minutos para simular uma condigdo oxidativa e a geragdo de
ROS mensurada. Os dados mostraram diminuicdo significante na geracdo de ROS nas
células tratadas com OP+AFB1 comparada as células tratadas apenas com AFB1 (fig.
8A). Uma vez que a geracdo de ROS estd diminuida no grupo tratamento OP+AFB1,
verificamos pelo ensaio de westen blotting a expressdo da proteina superdxido dismutase
1 (SOD1), que esta envolvida na protecdo das células contra o estresse oxidativo e a
regulacdo de ROS. O resultado do imunoblotting mostrou que no grupo tratamento
OP+AFB1, SOD1 esta discretamente mais expressa que nos demais grupos (fig. 8B).
Também verificamos a expressdo de SODL1 e catalase, por imunofluorescéncia, ambas de
marcacdo citoplasmatica. Para a catalase, observamos marcagdo mais intensa no grupo
OP+AFB1 comparado ao grupo tratamento com apenas AFB1(fig. 9). Porém, para SOD1,
ndo é possivel observar diferencas no padréo de marcagéo entre os grupos tratamentos. O
resultado sugere que OP inibe o estresse oxidativo, possivelmente porque preserva a
capacidade de defesa antioxidante enddgena, capacidade afetada negativamente pela

AFB1.
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Figura 8 — Inibi¢do da formacdo de ROS nas células AML12 tratadas com OP+AFB1 (A-C) por
40 ciclos e desafiadas com peréxido de hidrogénio simulando condi¢do pré-oxidativa. (A)
quantificacdo de ROS, células expostas ao H202 (0,2mM) por 30 minutos antes da quantificacéo.
Dados representam os valores das médias £ DP das 5 replicatas (ROS intracelular) para cada
tratamento. ** p< 0,002 comparado ao tratamento AFB1. (B) Representacdo de Western blotting
mostrando os niveis da proteina superdxido dismutase 1(SOD1) em células tradas com OP+AFB1
e AFBL. (C) Imunofluorescéncia para SOD1. Em verde anti-SOD1 (1:300) e iodeto de propidio
em vermelho. Imagem visualizada na objetiva de 60x.
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Figura 9 — Aumento da expressao de Catalase em células AML12 tratadas com AFB1 (1uM) e
combinagdo de AFB1 mais 5,62 pug/mL de 6leo de pequi (OP+AFB1) por 40 ciclos (72 horas
cada ciclo). Em verde anti-catalase (1:200) e iodeto de propidio em vermelho. DMSO (controle
veiculo); AFBL1 (células tratadas com aflatoxina B1 1uM/mL); AFB1+OP (células tratadas com
aflatoxina B1 [1uM/mL] e 6leo de pequi [5,6 ug/mL]). Objetiva de 60x.

4. 2 Avaliacdo do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense Camb) no estresse
oxidativo e danos no DNA em linhagem de carcinoma hepatocelular humano -

HepG2

Para avaliar o efeito do 6leo de pequi (OP) na inibicdo do estresse oxidativo e
danos no DNA na linhagem de hepatocarcinoma HepG2, o 6leo foi testado em duas
concentracdes diferentes (90 e 180 pg/mL). Estas concentracfes foram escolhidas com
base em estudos (ainda ndo publicados) conduzidos em parceria com a prof? Dr2 Graziella
Anselmo Joanitti e prof. Dr? Cesar K. Grisolia, da Universidade de Brasilia — UnB. Para
que o os resultados possam ser comparados futuramente, tanto as concentrag¢Ges quanto a

forma de solubilizacéo do 6leo foram padronizadas.
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4.2.1 O tratamento com 6leo de pequi altera o contetdo lipidico intracelular,

mas nao afeta a viabilidade celular na linhagem HepG2

Para avaliar o efeito citotdxico do 6leo de pequi na linhagem HepG2, as celulas
foram tratadas com 90 e 180 pg/mL do 6leo por 24, 48 e 72 horas. O ensaio do MTT foi
realizado para avaliar a viabilidade da cultura. Como controle do veiculo foi utilizado
0,2% de etanol. Os resultados mostraram que a viabilidade celular da HepG2 néo foi
afetada em nenhuma das duas concentracdes e tempos testados do 6leo de pequi (fig. 10
A-C). Para a avaliacdo de acumulo lipidico intracelular na linhagem HepGz2, as células
foram tratadas com 0leo de pequi nas mesmas concentracfes anteriormente citadas por
24 horas e coradas com o corante fluorescente vermelho de Nilo (0,25 mg/mL). A
mensuracdo da fluorescéncia foi realizada em leitor de placa fluorescente e demostrou
que o tratamento com o 6leo de pequi aumenta, em todas as concentracOes testadas,
significantemente a quantidade de lipidios intracelular, quando comparado ao controle
(fig.10 D). O acumulo é proporcional ao aumento da concentracdo, sugerindo que em

doses ndo adequadas o 6leo de pequi pode causar esteatose.
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Figura 10 — Efeito do 6leo de pequi no crescimento celular da linhagem HepG2 ap6s incubagéo
de 24 (A), 48 (B) e 72 horas (C) e no acumulo de gordura intracelular (D) com o 6leo nas
concentracdes de 90 e 180 pg/mL. Dados representam os valores das médias + DP das
sextuplicata para cada concentragdo. p<0,051; ***p<0,0001 comparado ao controle CtEt
(controle etanol 0,2%).

4. 6. 2 Oleo de pequi inibe a geracdo de espécies reativas de oxigénios (ROS)

intracelular na HepG2

Para observar o efeito do 6leo de pequi na geracdo de ROS, as células HepG2
foram pré-tratadas por 24 horas nas concentracfes de 90 e 180 pg/mL de OP e na
sequéncia foram expostas a 0,2 mM de H20,. Os resultados (fig. 11) mostraram
diminuicdo significante de ROS na concentragéo de 90 pg/mL de OP comparado ao

controle (H202), indicando que o efeito é dose-dependente.
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Figura 11. Efeito protetor de OP na geragdo de ROS em células HepG2. Pré-tratamento com 6leo
de pequi (OP) por 24 horas e seguida de exposi¢do ao peroxido de hidrogénio (H202 a 0,2 mM).
Dados representam os valores das médias + DP das sextuplicata para cada concentra¢do no ensaio
de ROS. * p< 0,05 comparada ao controle (H.0,).

4. 2.4 0 o6leo de pequi reduz quebras na fita do DNA induzidas por peroxido

de hidrogénio em células HepG2

Para determinar o efeito do 6leo de pequi contra danos oxidativos no DNA
induzido pelo peroxido de hidrogénio (H202), foi realizado o ensaio do cometa em dois
diferentes protocolos de tratamentos (descrito na secdo de métodos 3. 3. 4. 1). O
parametro momento da cauda (% de DNA na cauda x comprimento da cauda) foi
selecionado como indicador de dano ao DNA e foi reduzido no tratamento com o 6leo de
pequi pos indugdo do dano, nas duas concentracdes de OP testadas (fig. 12A). Porém, no

pré-tratamento ndo houve diferenca estatistica nas duas concentragdes testadas quando
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comparadas ao controle (fig. 12B), sugerindo efeito do 6leo pequi no reparo ao dano no

DNA.
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Figura 12. Efeito do 6leo de pequi na reducdo do dano ao DNA de células HepG2,
induzidos por H202 (0,2 mM) pos-tratamento (A) e pre-tratamento (B). (C)
Representacdo dos cometas nos grupos tratamentos com OP pds-inducdo com o
carcindgeno. Mensuracdo é do parametro momento da cauda (% de DNA da cauda X
comprimento da cauda), onde um minimo de 50 cometas por tratamento foi mensurado.

Os valores sdo expressos como média + DP das triplicatas para cada tratamento. *** p
0,0005, comparado ao controle.
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5 Discussao

Neste estudo, nds buscamos identificar os mecanismos do 6leo de pequi
(Caryocar brasileinse, Camb) na inibicdo da carcinogénese hepatica, pois, em estudo
anterior, usando modelo em camundongos, demonstramos que o 6leo de pequi (OP) inibe
lesGes pré-neoplasicas e neoplasicas (Palmeira et al., 2016). Aqui, encontramos que 0
o6leo inibi estresse oxidativo e danos no DNA. Nas células AML12 expostas a aflatoxina
(AFB1) o 6leo de pequi reduziu a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
expressao de pCdk2 (Tyrl5), forma inativada da quinase, enquanto aumentou a expressao
da proteina catalase, uma proteina das defesas antioxidantes enddgenas. Nas células
HepG2 expostas ao peroxido de hidrogénio (H202), o 6leo também diminuiu a geragéo
de ROS, reforcando seu efeito protetor ao estresse oxidativo e reduziu quebras nas fitas
de DNA quando as células foram tratadas com OP pds inducdo ao dano, indicando seu
efeito antigenotoxico e sugerindo inducdo de reparo do DNA.

Modelos in vitro sdo importantes para o estudo de mecanismos celulares e
moleculares. Para que pudéssemos estudar os mecanismos preventivos do éleo de pequi
no desenvolvimento da carcinogénese hepética, nés utilizamos um modelo in vitro e
usamos a aflatoxina bl (AFB1) como carcindgeno. A AFB1 é um potente
hepatocarcindgeno genotdxico, que também pode causar tumores em outros Orgaos
(Vinken et al. 2008; Singh et al. 2015; Ferrreira et al. 2019). Ela é um produto do
metabolismo secundéario de fungos da espécie Aspergilus flavus, comumente encontrada
como contaminante em diversos alimentos e sua ingestdo € associada ao carcinoma
hepatocelular (CHC) (IARC, 2002; Haila Abassi et al. 2016; Yaqgi Dai et al. 2017). Sua

bioativacdo ocorre no figado (principal sitio de seu metabolismo) mediado pelo citocromo
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p450 (CYP450), resultando em intermedidrios reativos que se ligam a macromoléculas
como DNA (formando aductos) e RNA, e a organelas celulares. Além disso, AFB1
promove aumento da producdo de ROS (Yagqi Dai et al. 2017; Zhang et al., 2020), parada
de ciclo celular (Huang et al., 2020) e em ultimo caso pode levar a dano ou morte celular
(Ribeiro, 2005). Ela pode induzir carcinogénese tanto em modelos in vivo como em
modelos in vitro (Wang et al. 2017; Shing et al. 2015; Pang et al. 2008). Considerando
esses efeitos da AFB1 e sua importante relagdo com o CHC, nds a elegemos como
carcindgeno para esse estudo. Em altas concentragdes, AFBL1 foi citotoxica para as células
HCT116 de carcinoma de co6lon humano, porém em doses menores ela induziu
proliferacdo celular ap6s 24 a 120 horas de exposicdo (Abassi et al., 2016). Portanto, com
base na avaliagdo da toxicidade de AFB1, foi escolhida a concentragdo de 1uM/mL, pois
n&o afetou a viabilidade celular no tempo de exposicao de 48 horas o que poderia levar a
um aumento da proliferagdo das células AML12 apds 40 ciclo de exposi¢do. No entanto,
guando avaliamos o indice proliferativo por imunomarcacéo de BrdU, ndo identificamos
aumento, mesmo utilizando uma concentracao baixa, resultado também encontrado por
outro estudo reportado na literatura sobre AFB1 (Gursoy-Yuzugullu et al. 2011). Embora,
ndo obtendo células com capacidade proliferativa aumentada, o tratamento com
aflatoxina bl causou danos, o que induziu disturbios nas células AML12. Elas
apresentaram alteracdes no ciclo celular, apoptose e defesas antioxidantes, que mostra
que o modelo foi atil para avaliar o efeito do dleo de pequi nesses parametros. Alteracoes
no ciclo celular, morte celular e defesas ao estresse oxidativo tem relacdo com
desenvolvimento da carcinogénese (Referenciar).

A metabolizagdo da AFB1 gera um composto reativo, o 8,9-0xido de AFB1, que
pode ligar-se a0 DNA ou proteinas formando adutos (Gursoy-Yuzugullu et al. 2011).

Além disso, AFB1 promove aumento da producdo de radicais livres como ROS
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intracelular, que leva ao estresse oxidativo e pode gerar danos oxidativos, inclusive ao
DNA (Yilmaz, Kaya e Kisacam, 2016). Lesdes no DNA induz resposta celular para ativar
pontos de checagem em diferentes fases do ciclo pela inibicdo de quinases dependentes
de ciclina (CDK), importantes reguladores do ciclo celular (Bacevi¢ et al., 2017). Essa
parada no ciclo, possibilita reparar o dano na molécula de DNA. Neste estudo, segundo a
andlise de distribuicdo das fases do ciclo celular por imunoblotting, a expressdo de Cdk?2
pTyrl5 foi super expressa no tratamento com AFB1. A Cdk2 é mantida em um estado
inativado em G1/S por fosforilagdo inibitoria em Tyrl5 e é requerida para a transicdo de
G1/S. Essa expressédo elevada de Cdk2 pTyrl5 indica que aflatoxina b1 induziu parada
do ciclo celular em G1/S, o que possivelmente esta relacionado com danos ao DNA.
Estudos anteriores mostraram que exposicao a aflatoxina B1 leva parada no ciclo celular
pela ativacgao dos pontos de checagens do DNA, em resposta ao dano (Bianco, 2012; Guan
et al. 2019; Huang et al., 2020). Ainda assim, esse bloqueio no ciclo ndo afetou o
crescimento celular das AML12 expostas a AFB1, pois, observamos indices
proliferativos semelhantes entre os grupos tratamentos e controle. Ao contrario de AFB1,
0 6leo de pequi super reduziu a expressdo de Cdk2 pTyrl5, indicando que OP inibe os
efeitos de AFB1 que levam a parada da divisdo celular em AML12, levando-as a se
dividirem normalmente. Esse efeito pode estar relacionado a inibi¢do de danos ou inducéo
de reparo dos danos no DNA das células AML12 expostas a AFB1. O éleo de pequi é
rico em carotenoides (Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004; Miranda-Vilela et al.,
20114, b), um potente antioxidante, que esta relacionado com reducéo do risco de doencas
degenerativas e cancer (Britton, 1995; Rodriguez-Amaya, 1997; Ramos et al., 2001). Por
exemplo, em estudo anterior, o 6leo de pequi reduziu danos oxidativos no DNA induzidos
por exercicio fisico em atletas (Miranda-Vilela, 2011). Aqui, nds também encontramos

reducbes de quebras nas fitas de DNA de células HepG2 expostas ao peroxido de
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hidrogénio e tratadas com o0leo de pequi (fig. 12%), mostrando que essa hipotese é
consistente. Quando h& uma quantidade excessivas de danos no DNA e na
impossibilidade de reparo desses danos, sdo ativados 0s processos de senescéncia ou
morte celular por apoptose. Porém, o 6leo ndo se mostrou eficiente para induzir apoptose
nas células AML12 expostas & aflatoxina, enquanto o tratamento com AFBL inibiu
apoptose tardia (células positivas para Anexina e PI). Varios estudos, em diferentes tipos
celulares, relatam que uns dos efeitos toxicos de AFB1 é induzir apoptose (Mughal et al.,
2017; Zhang et al., 2020; Zhou et al., 2021). Entretanto, estes estudos utilizaram
concentragdes bastante elevadas de AFB1, o que poderia explicar a diferen¢a nos nossos
resultados.

Uma vez que a exposicdo a aflatoxina esta relacionada com aumento da producgéo
de espécies reativas de oxigénio (Ribeiro, 2005; Rieswijk et al. 2016; Yaqi Dai et al.
2017) e que as defesas antioxidantes enddgenas também sdo afetadas (Singh et al., 2014;
Huang et al., 2020), n6s avaliamos o efeito do 6leo de pequi nas células expostas a AFB1
quanto a geracdo de ROS. Entretanto, nds simulamos uma condi¢do pré-oxidante, onde
expomos as células ao perdxido de hidrogénio apds o fim dos 40 ciclos de tratamentos
para verificar se o sistema de defesa antioxidante foi afetado. Encontramos que as células
tratadas apenas com AFBL1 tiveram os niveis de ROS aumentados, enquanto o 6leo de
pequi reduziu a geracdo de ROS intracelular a niveis do controle. Quando avaliamos por
imunomarcacao a expressdo de catalase, enzima do sistema antioxidante que remove
H>02, observamos uma maior expressao no grupo tratamento com o 6leo. Porém, no
ensaio de imunoblotting, a marcacéo de SOD1 apresentou um leve aumento. Esses dados
indicam que o sistema de defesa antioxidante das células AML12 foram afetadas pela
AFB1 e que o 6leo de pequi foi eficiente em proteger as defesas antioxidantes endégenas

mantendo os niveis de ROS semelhantes aos do controle. Este dado é bastante relevante
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pois niveis elevados de ROS tem relagdo com diversas doencas, entre elas, surgimento de
neoplasias.

Neste estudo tambeém apresentamos os resultados do efeito do 6leo de pequi no
estresse oxidativo na linhagem de carcinoma hepatocelular humano HepG2, usando dois
marcadores, a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular e o dano
oxidativo no DNA. Os resultados demonstraram que o pré-tratamento com 6leo na
concentracdo de 90 pg/mL, inibe significantemente a geracdo de ROS induzidos pelo
peroxido de hidrogénio (H20). Quando administrado simultaneamente com a aflatoxina
B1 (AFB1), o 6leo também é capaz de reduzir significantemente a geracdo de ROS,
porém apenas na menor concentracdo (90 ug). Estes resultados confirmam a atividade
antioxidante do 6leo de pequi ja observada na linhagem AML12 exposta a aflatoxina e
em outros trabalhos. Esta capacidade de detoxificacdo de ROS, porém, foi de modo
concentracdo-dependente, sugerindo que o 6leo de pequi pode ser efetivo em doses
adequadas na protecdo contra o estresse oxidativo causados pelo excesso da geracdo de
ROS em hepatocitos. O excesso na geracdo de ROS pode comprometer a estrutura de
macromoléculas como o DNA, lipidios e proteinas, também super estimular algumas vias
intracelulares desencadeando varios processos patoldgicos (Yang e Lee, 2015; Berra et
al., 2013). No cancer, estas espécies reativas de oxigénio participam de mecanismo como
sinalizacdo celular, proliferacdo, invasividade, angiogénese e metastase tumoral (Yang e
Lee, 2015). No figado, niveis elevados de geracdo de ROS e o dano oxidativo no DNA
foram associados a hepatocarcinogénese (Chuma et al., 2008). Tratando camundongos
inoculados com tumor de Erlich, Miranda et al. (2011) demonstrou que o 6leo de pequi
administrado antes da inoculagéo foi capaz de reduzir o crescimento tumoral. Em outro
estudo, os mesmos autores também avaliaram o efeito de suplementacdo antioxidante

com 0leo de pequi no dano oxidativo induzido por doxorrubicina, um quimioterapico que
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gera altos niveis de ROS. Os autores mostraram que o 6leo de pequi também foi capaz de
reduzir o crescimento do tumor e os efeitos adversos associados ao dano oxidativo
induzidos pelo quimioterapico as células normais dos camundongos inoculados com
tumor de Erlich (Miranda et al. 2014). O dano oxidativo no DNA ¢ a principal fonte de
mutacdes genéticas e esta relacionado a varias doengas (Gros et al. 2002). No figado esta
associado ao desenvolvimento da carcinogénese hepética (Chuma et al., 2008). Nos
avaliamos o efeito anti-genotoxico do éleo de pequi pelo ensaio do cometa e 0s dados
mostraram que o 6leo inibe os danos oxidativo ao DNA induzido por (H20.) quando
administrado pés-inducdo nas duas concentracdes avaliadas (90 e 180 pg). Este efeito foi
mais proeminente na maior concentracao (180 pg/mL). Porém esta concentracdo nédo
apresentou efeito inibitdrio significante na geracdo de ROS. Este resultado indica que o
efeito do dleo na inibicdo do dano ao DNA induzido por (H20.) pode ndo estar apenas
relacionado a detoxificagdo de ROS, mas também por uma possivel modulacdo do
sistema de reparo do DNA das células HepG2. Em estudo anterior realizado por nos,
quando tratamos camundongos com dietilnitrosamina (DEN), um agente mutagénico, o
6leo de pequi administrado pds-inducdo também apresentou efeito protetor contra lesdes
hepaticas pré-neoplasicas (Palmeira et al. 2016). Estudos tém relatado a capacidade dos
antioxidantes naturais de estimular o sistema de reparo do DNA. Niture et al. (2007)
demostraram que os antioxidantes de plantas, curcumina e o resveratrol, possuem
habilidades para aumentar a expressdo da O6 -metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT), uma proteina de reparo do DNA, que protege o material genético contra acdo
de mutagénicos. Ainda sobre os antioxidantes naturais em interferir no reparo do DNA,
Bakheet et al. (2016) reportaram que o tratamento com a proantocianidina melhorou a
expressao de genes especificos do reparo do dano genotdxico afetados pelo tratamento

com aflatoxina B1 em ratos. O pequi é rico em compostos carotenoides, 0s quais também
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ja foram encontrados atuando no reparo do dano do DNA. Em estudo realizado por
Herrero-Barbudo et al. (2013) o carotenoide luteina melhorou a resisténcia do DNA a
danos e a sua capacidade de reparo em linfocitos humanos.

O tratamento com o 6leo de pequi aumentou a quantidade de lipidios intracelular
de modo concentracdo-dependente, porém ndo inibiu o crescimento celular. Este
resultado pode estar relacionado ao conteudo de &cidos graxos presentes no 6leo. Altas
concentragcfes de &cidos graxos livres aumentam a expressao de enzimas (CYP 2E1)
envolvidas na f-oxidacao dos &c. graxos. O aumento na geracdo de ROS como produtos
da B-oxidacéo leva a vérias desordens nos hepatdcitos como peroxidacao lipidica, danos
as proteinas, DNA e apoptose (Morris et al. 2011; Takaki et al. 2013). No entanto, nossos
resultados demostraram que o acumulo de gordura ndo afetou a viabilidade celular da
HepG2 como também ndo aumentou a geragdo de ROS comparado ao controle. Ricchi et
al. (2009) avaliaram o papel dos &cidos oleico e palmitico na esteatogénese e apoptose
em um modelo de esteatose in vitro. Utilizando trés linhagens de hepatdcitos, entre elas
a HepG2, os autores demonstraram que o tratamento com &cido palmitico aumentou o
namero de células apoptéticas enquanto &cido oleico mesmo nas maiores concentracoes
ndo induziu apoptose alguma, comparado aos controles ndo tratados. Quando
administrados os dois ac. graxos simultaneamente, 0s autores observaram um efeito
protetor do &cido oleico na apoptose induzida pelo &cido palmitico. O éleo de pequi possuli
em sua composicao os dois 4cidos graxos, porém a concentracao de acido oleico (54,28%)
é mais alta que acido palmitico (44,93%) (Miranda-Vilela et. al, 2014), o que pode
explicar ndo termos observado alteracdo significante na viabilidade celular da HepG2
neste estudo. No entanto, em estudos futuros sera interessante se aprofundar nesta

questao.
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6 Conclusdo

Concluimos que, o 6leo de C. brasiliense age quimiopreventivamente na inibicdo
do estresse oxidativo e na protecdo do material genético contra danos oxidativos em
hepatdcitos, pois, reduz geragdo de espécies reativas (ROS), possivelmente por preservar
as defesas antioxidantes endogenas, e pela diminuicdo de quebras nas fitas do material
genético. Portanto, o 6leo de pequi possui potencial para ser aplicado na prevencdo do

cancer hepético, uma vez que protege a integridade genémica.
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