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RESUMO

Células de cancer apresentam reprogramac6es em vias metabdlicas, particularmente a glicolise,
que lhes permitem sustentar um fenotipo altamente proliferativo e resistente a apoptose.
Compostos bioativos cuja acdo envolve regulacdo de vias do metabolismo energético podem
ser usados como novas estratégias para o tratamento do cancer. Neste contexto, o presente
estudo buscou avaliar o efeito da antocianina, cianidina-3-O-glicosideo (C3G) e de um dos seus
principais metabolitos, o &cido protocatecuico (PCA) no metabolismo de glicose de células de
carcinoma mamario humano (MCF-7 e MDA-MB-231) e linhagem nao tumoral (MCF10A).
As células foram incubadas por 24 h com diferentes concentracdes de C3G (1 — 100 uM)
quando o meio de cultura foi trocado e as células permaneceram em cultura por até 72 h, sem
C3G. Ensaios funcionais dos efeitos da C3G sobre a atividade metabolica celular foram
avaliados pelo método de reducdo do MTT, apds 48 e 72 h do in6culo com C3G. O metabolismo
de glicose foi determinado medindo-se o acumulo de lactato no meio de cultura, sendo
considerado como proxy do fluxo glicolitico, e pela atividade da hexoquinase (Hk). A atividade
da Hk foi avaliada nas fragdes citosolica e mitocondrial, ap6s centrifugacéo diferencial. O
actmulo de lactato foi quantificado ap6s 48 e 72 h do in6culo com C3G. A atividade da Hk foi
avaliada de duas formas: (a) apds 24 h de incuba¢do com C3G (20, 40 e 100 uM), e (b) pela
adicdo direta de C3G e PCA. MCF10A e MDA-MB-231 apresentaram um aumento de 10 %
na atividade metabolica, apds 48 h. A linhagem tumoral ndo metastatica MCF-7, por outro lado,

apresentou reducdo de 8 % e 37 % da atividade metabdlica, apds 48 h e 72 h, respectivamente.
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O acimulo de lactato pelas células MCF10-A e MDA-MB-231 aumentou de forma
concentracdo dependente ap0s 72 h, enquanto que a linhagem MCF-7 apresentou reducéo neste
pardmetro. A incubagdo com C3G por 24 h alterou a atividade da Hk nas fragdes citosdlica e
mitocondrial das linhagens tumorais, mas ndo afetou a linhagem ndo tumoral. As células MCF-
7 e MDA-MB-231 apresentaram aumento significativo de cerca de 40 % na atividade da Hk
citosélica quando incubadas por 24 h com 20 uM de C3G. No entanto, na fracdo mitocondrial,
os efeitos da incubacdo com C3G foram distintos entre as linhagens tumorais, onde as células
MDA-MB-231 apresentaram aumento de aproximadamente 40 % enquanto as células MCF-7
apresentaram uma reducédo de 24 % com 40 puM. A adicéo direta de C3G e PCA promoveu um
aumento na atividade da Hk na fracao citosolica em todas as linhagens celulares estudadas. Na
fracdo mitocondrial, por outro lado, houve reducdo da atividade da Hk nas linhagens MDA -
MB-231 e MCF-10A, e na linhagem MCF-7 foi observado um aumento de 35 % neste
parametro quando incubado com a C3G isolada. Em conjunto, estes resultados sugerem que a
C3G e seu metabolito, PCA, afetam a bioenergética das linhagens celulares de carcinoma
mamario humano, modulando diferencialmente o metabolismo de glicose nos compartimentos

citosolico e mitocondrial.

Palavras chave: Cancer, cianidina-3-O-glicosideo, acido protocatecuico, hexoquinase,
reprogramacao metabdlica, metabolismo de glicose, MCF-7, MDA-MB-231, MCF10-A.
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ABSTRACT

Cancer cells present reprogramming in metabolic pathways, particularly glycolysis, that allow
them to sustain a highly proliferative and apoptosis resistant phenotype. Bioactive compounds
whose action involves regulation of energy metabolism pathways can be used as new strategies
for the treatment of cancer. In this context, the present study aimed to evaluate the effect of
anthocyanin, cyanidin-3-O-glycoside (C3G) and one of its main metabolites, protocatecuic acid
(PCA) on glucose metabolism of human mammary carcinoma cells (MCF- 7 and MDA-MB-
231) and non-tumoral lineage (MCF10A). Cells were incubated for 24 h at different
concentrations of C3G (1 - 100 uM) when the culture medium was changed and the cells
remained in culture for up to 72 h, without C3G. Functional assays of the effects of C3G on
cellular metabolic activity were evaluated by the MTT reduction method after 48 and 72 h of
the C3G inoculum. The metabolism of glucose was determined by measuring the accumulation
of lactate in the culture medium, being considered as a proxy for the glycolytic flux, and by the
hexokinase (Hk) activity. The Hk activity was evaluated in the cytosolic and mitochondrial
fractions after differential centrifugation. The accumulation of lactate was quantified after 48
and 72 h of the inoculum with C3G. The activity of Hk was evaluated in two ways: (a) after 24
h of incubation with C3G (20, 40 and 100 uM), and (b) the direct addition of C3G and PCA.
MCF10A and MDA-MB-231 showed a 10% increase in metabolic activity after 48 h. The
MCF-7 non-metastatic tumor line, on the other hand, presented a reduction of 8 % and 37 % of
the metabolic activity, after 48 h and 72 h, respectively. Lactate accumulation by MCF10-A
and MDA-MB-231 cells increased in a concentration-dependent manner after 72 h, whereas
the MCF-7 line presented a reduction in this parameter. The incubation with C3G for 24 h
altered the Hk activity in the cytosolic and mitochondrial fractions of the tumor lines, but did
not affect the non-tumoral lineage. MCF-7 and MDA-MB-231 cells showed a significant



increase of about 40 % in cytosolic Hk activity when incubated for 24 h with 20 uM C3G.
However, in the mitochondrial fraction, the effects of C3G incubation were distinct among
tumor lines, where MDA-MB-231 cells showed an increase of approximately 40 % while MCF-
7 cells showed a reduction of 24% with 40 uM. The direct addition of C3G and PCA promoted
an increase in Hk activity in the cytosolic fraction in all cell lines studied. In the mitochondrial
fraction, on the other hand, there was a reduction of Hk activity in the MDA-MB-231 and MCF-
10A lines, and in the MCF-7 line, a 35 % increase was observed in this parameter when
incubated with C3G alone. Together, these results suggest that C3G and its metabolite, PCA,
affect the bioenergetics of human mammary carcinoma cell lines, differentially modulating

glucose metabolism in the cytosolic and mitochondrial compartments.

Keywords: Cancer, Cyanidin-3-O-glucoside, protocatechuic acid, hexokinase, metabolic
reprogramming, glucose metabolism, MCF-7, MDA-MB-231, MCF10-A.
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1. Introducéo

1.1 Céncer de mama: definicao, estatistica e tratamento

O céncer, a segunda causa de morte do mundo, representa um conjunto de doencas
caracterizado pelo crescimento rapido e desordenado de células, com alta capacidade invasiva
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, WHO, 2018). A enfermidade resulta de alteragcdes em
mecanismos regulatérios que aumentam a resisténcia a apoptose, interferem na atividade e
expressao de proteinas do ciclo celular e ativam vias de angiogénese, essenciais para suportar
a proliferacdo elevada das células (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

No Brasil, estima-se para o biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de
cancer, para cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (cerca de 170 mil casos
novos), ocorrerdo 420 mil casos novos de cancer. O cancer de mama é o mais frequente em
mulheres, correspondendo a 29,5 % dos casos, seguido do cancer de intestino, colo do Utero,
pulmio e tireoide (Figura 1) (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, INCA, 2018).

Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Célon e Reto 18.980 9,4%
Colo do Utero 16.370 8,1%
Traqueia, Brénguio e Pulm3o 12.530 6,2%
Glandula Tirecide 8.040 4,0%
Estdmago 7.750 3,8%
Corpo do Utero 6.600 3,3%
Ovario 5.150 3,08%
Sistema Mervoso Central 5.510 2,7%
Leucemias 4,860 2,4%

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes em mulheres estimados para 2018,

exceto pele ndo melanoma. (Adapto de INCA, 2018)

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama estao: exposi¢do
a estrogénios enddgenos e fatores reprodutivos, exposicao exdgena a estrogénios, estilo de vida,
alimentacdo, fatores ambientais como exposicdo a radiacdo ionizante, e fatores genéticos
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, INCA, 2018).

O cancer de mama, foco de estudo do presente trabalho, € classificado de acordo com
diferencas moleculares e se diferencia em relacdo aos seus padr@es de expressdo génica,
metabolismo, caracteristicas clinicas, progndstico e resposta ao tratamento (SCHNITT, 2010).

Apesar de ser considerado uma Unica doenca, ja sdo descritos cerca de 21 subtipos histologicos
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da doenca e 3 diferentes subtipos moleculares, que séo determinados por imuno-histoquimica
e estdo diretamente associados a escolha da terapia sistémica, como a quimioterapia, terapia
enddcrina e terapia anti-HER2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano)
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Desta forma, o cancer de mama é dividido em 3 subtipos moleculares definidos de
acordo como a presenca ou auséncia de receptores hormonais, estrogénio (RE) e progesterona
(RP), do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), sendo: (1) luminal
(RE* RP* HER2™), (2) HER2 (RE- RP- HER2') e (3) basal (RE- RP- HER2Y)
(BANDYOPADHYAY; BLUTH; ALI-FEHMI, 2018; FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS,
2018).

O subtipo luminal pode ser subdividido de acordo com a expressdo do HER2: (a)
luminal A quando expressa os 3 receptores (RE*/RP*/HER2"), corresponde de 30 % — 40 %
dos casos e apresenta melhor progndstico, com alta taxa de sobrevivéncia e baixa recidiva; e
(b) luminal B, que ndo expressa HER2 (RE*/RP*/HERZ2), apresenta maior taxa proliferativa
em relacdo ao tipo A e corresponde de 20 % — 30 % dos casos de cancer de mama (MOCANU,;
NAGY; SZOLLOSI, 2015; LOSADA-ECHEBERRIAetal., 2017; FRAGOMENI; SCIALLIS;
JERUSS, 2018).

O subtipo HER2 nédo expressa RE e RP, apresenta altos niveis de HER2 e corresponde
a 12 — 20 % dos casos, sendo considerado um dos mais agressivos e com maior recidiva.

O subtipo basal, também conhecido como triplo negativo por ndo expressar RE, RP e
HER2, corresponde a 15 % — 20% dos casos de cancer de mama e apresenta o pior prognostico
pois ainda ndo ha terapias que sejam especificas a esse tipo de cancer (BANDYOPADHYAY;
BLUTH; ALI-FEHMI, 2018; FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018).

Atualmente, os tratamentos para o cancer de mama séo baseados na resposta das células
tumorais aos marcadores moleculares HER2, RE e RP. De acordo com a classifica¢do do tumor
é determinado o tipo de tratamento correspondente, assim, 0s subtipos luminais por
apresentarem os receptores hormonais, podem ser submetidos a terapia hormonal, sendo que a
responsividade do tipo A é maior do que o B. Essa variacdo pode ser causada pela maior
expressao de Ki67, proteina necessaria para a proliferacao celular, no tipo luminal B. Para os
tumores HER2*, avanc¢os com terapias alvo especifica, como o trastuzumab, tem apresentado
melhoria no progndstico destes (MOCANU; NAGY; SZOLLOSI, 2015; LOSADA-
ECHEBERRIA et al., 2017).

Apesar dos avancos positivos, a administracdo de drogas anticancer causa uma série de

efeitos colaterais, como no caso da doxorubicina que pode levar a cardiotoxicidade (MOCANU,;
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NAGY; SZOLLOSI, 2015) e a quimioresisténcia e, com isso, 0 desenvolvimento de um
fenotipo mais resistente capaz de superar os efeitos citotoxicos dos quimioterapicos
convencionais e consequente aumento dos casos reincidentes (MOCANU; NAGY;
SZOLLOSI, 2015; BUDISAN et al., 2017). Com este cenario clinico, a busca por novas
terapias e moléculas naturais que apresentem menos efeitos colaterais e que ultrapassem a
resisténcia ao tratamento, se tornou o principal objetivo no tratamento anticancer. Ha tempos,
tem-se visto que compostos bioativos de plantas, especialmente os polifendis, apresentam
atividade bioldgica promissora sobre uma série de doengas como diabetes, inflamacéo, doencas
relacionadas a obesidade, desordens neurodegenerativas, infeccdes bacterianas e virais,
doencas cardiovasculares e cancer (LOSADA-ECHEBERRIA et al., 2017).

1.2 Polifendis: aspectos gerais

Os polifendis referem-se ao grupo de compostos ndo nutrientes originados do
metabolismo secundario de plantas, que possuem um ou mais grupos hidroxil ligados por anéis
aromaticos e estdo extensamente presentes em alimentos e bebidas de origem vegetal, como no
vinho, chés, frutas, legumes, especiarias, oleaginosas e soja. No reino vegetal, eles estdo
envolvidos em diversos processos como polinizagdo, pigmentagdo, crescimento e protegdo
contra patdgenos, predadores e radiacdo UV (FRAGA et al., 2010; DEL RIO et al., 2013;
BRAAKHUIS; CAMPION; BISHOP, 2016).

Com base em sua estrutura quimica, os polifendis podem ser classificados em dois
grandes grupos, os flavonoides e os ndo flavonoides (Figura 2) (DEL RIO et al., 2013; ZHANG,;
TSAO, 2016)

Antocianidinas

Isoflavonas

B Flavondis
—  Flavondides =
Flavonas

Flavanonas

Flavandis

Polifendis - -

Acidos Fendlicos

—  Na3o-flavondides Stilbenos

Lignanas

Figura 2. Classificacdo dos polifendis em flavonoides e ndo flavonoides. (ZHANG & TSAO,
2016).
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Com mais de 9000 compostos compondo a familia, os flavonoides representam
aproximadamente 60 % do total de polifendis e sdo formados por uma estrutura basica contendo
dois anéis aromaticos ligados por trés atomos de carbono, formando um heterociclo oxigenado.
Podem ser divididos em 6 subclasses: flavondis, flavanois (flavan-36is), flavonas, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonas, que se diferem em sua estrutura de acordo com a presenca de anéis
aromaticos e a extensdo de sua saturacdo (DEL RIO et al., 2013; ZHOU et al., 2016; AMAWI,
JR; TIWARI, 2017) (Figura 3).

Classificacgio Estrutura quimica Compostos Principais fontes
representativos dietéticas
Antocianidinas o* O delfinidina, pelargonidina, berries, uvas, cerejas,
Q /‘ cianidina, malvidina e roma, ameixa
OH petunidina
Flavanois o O epicatequina, magas, peras, cha,
@ epigalocatequina, EGCG, cacau, leguminosas e
OH procianidinas vinho
Flavanonas & O hesperidina, naringenina frutas citricas
o
Flavonas o O apigenina, crisina e salsa, laranja, cebola,
O | luteolina cha, mel, especiarias,
aipo
S p
Flavonois . O quercetina, kaempferol, berries, magds,
O | mirecetina, galangina, brocolis, feijdes, cha
OH Isorhammetina
Isoflavonas genisteina, daidzeidna soja

$
O

Figura 3. Classificacdo dos flavonoides, estrutura quimica, compostos representativos e principais fontes
dietéticas (adapatada de ZHOU et al, 2016).

As antocianinas constituem a classe majoritaria dos flavonoides e estdo amplamente
distribuidas no reino vegetal. S&o pigmentos solUveis responsaveis pelas cores vermelha, azul
e roxa atrativas e brilhantes das frutas e verduras. Em plantas, as antocianinas sao geralmente
encontradas na forma glicosilada, ou seja, ligadas a um residuo de aclcar que pode ser de
glicose, galactose, arabinose, rutinose, ramnose ou xilose. As formas agliconas, que néo
apresentam uma molécula de aclcar associada a sua estrutura, sdo conhecidas como

antocianidinas, incluindo cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, pelargonidina e
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malvidina (DEL RIO et al., 2013; ZHOU et al., 2016) (Figura 4).

Antocianidina R; R,

Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH
Malvidina OCH; OCH;

Figura 4. Estrutura basica das principais antocianinas (Adapatado de DEL RIO et al, 2013)

1.3 Antocianinas e ac¢Oes anticancer

A grande maioria das evidéncias cientificas relacionadas aos efeitos benéficos do
consumo de flavonoides centra nas doencas cardiovasculares (PONZO et al. 2015). Neste
contexto, varios mecanismos de acdo ja foram propostos como reducdo da producdo de
mediadores e citocinas inflamatorias (CASSIDY et al., 2015), inibicdo de vias associadas a
angiogénese (CEREZO et al., 2015) e diminuicdo do estresse oxidativo pelo aumento da
atividade de enzimas antioxidantes e da capacidade antioxidante do organismo (KUNTZ et al.,
2014). Grande parte desses estudos mostra os efeitos benéficos das antocianinas sobre o
desenvolvimento e tratamento dessas doengas.

No contexto do cancer, talvez o polifenol mais estudado seja o estilbeno resveratrol,
onde uma busca recente na base de dados Pubmed disponibilizou mais de 3.000 publicacdes.
Particularmente no caso do cancer de mama, j& foi mostrado que o resveratrol age como quimio
sensibilizador ao quimioterdpico convencional Melfalan (CASANOVA et al., 2012) e
possivelmente age revertendo o fendtipo de resisténcia a multiplas drogas (ALAMOLHODAEI
etal., 2017).

No caso particular das antocianinas, objeto de estudo do presente trabalho, existem em

torno de 600 trabalhos disponiveis na base de dados PubMed, sugerindo sua ag&o anticancer.
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As antocianinas foram extraidas e isoladas de diferentes fontes vegetais para investigar sua
capacidade anticancer, em diferentes tipos de tumor como de mama, figado, esdfago, colon,
entre outros (KHOO et al., 2017). Assim como no caso do resveratrol, ja foi mostrado o efeito
das antocianinas como adjuvantes nos efeitos de quimioterapicos. Células de cancer de mama
ndo resistentes, MDA-MB-453, BT474 ¢ HCC1569, quando expostas a cianidina-3-O-
glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo, apresentaram maior sensibilidade ao efeito do
quimioterapico convencional Traztuzumab, com consequente aumento da apoptose e reducao
da proliferacao (LIU et al., 2014). Complementarmente, 0s autores mostraram gque as mesmas
antocianinas, em células de cancer de mama com fenétipo de resisténcia a multiplas drogas,
promoveram reducdo na viabilidade possivelmente por reverter o efeito de resisténcia (LI et al.,
2016b).

Estudos mostram que extratos ricos em antocianinas podem funcionar como agentes
anticancer, pelo fato de terem como alvos vias relacionadas a apoptose e proliferacdo, além de
afetaram o metabolismo energético dessas células. Em um estudo que avaliou os efeitos do
extrato de arroz negro, rico em antocianinas, foi mostrado supressdo da metastase em células
de carcinoma mamario, MDA-MB-453 (HER2"), tendo como alvo a via RAS/RAF/MAPK, que
esta associada a regulacdo do ciclo celular, crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular
(CHEN et al., 2015). Adicionalmente, nosso grupo mostrou o efeito anticancer do extrato de
bagaco de uva, proveniente da industria vitivinicola, rico em antocianinas como delfinidina-3-
glicosideo e cianidina-3-glicosideo, em células de hepatocarcinoma humano HepG2 (SALES
et al., 2018). Propusemos que as antocianinas presentes no extrato foram responsaveis por
reduzir a capacidade de utilizar glicose e por aumentar a funcdo mitocondrial dessas células,
tendo como resultante a reducéo na producao de espécies reativas de oxigénio e da proliferacdo
celular. Estas alterac@es vistas no metabolismo energético das células HepG2 foram associadas

ao efeito citotoxico do extrato de bagaco de uva nessas células.

1.3.1 Metabolismo da cianidina-3-O-glicosideo

Dentre as antocianinas, a forma glicosilada da cianidina, Cianidina 3-O-glicosideo
(C3G) é a de maior distribuicdo na natureza. Ela esta presente em diversas frutas e vegetais,
como uva, morango, péssego, feijao preto, mas principalmente em berries e, é responsavel pela
coloracgéo azul e vermelha desses alimentos (OLIVAS-AGUIRRE et al., 2016).

Estudos in vitro e in vivo tem demonstrado a estabilidade e biodisponibilidade da C3G.

Foi visto que em meio de cultura DMEM, cell free, com pH éacido (2,3) a 37° C, ndo houve
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degradacdo de cianidina e nem C3G, no entanto, ao mimetizar condi¢es fisiolégicas com pH
7,4 a 37° C, foi visto que a cianidina sofreu maior degradacéo, cerca de 96 %, enquanto que sua
forma glicosilada, C3G, apresentou degradacédo de 50 % apds 4 h (KAY; KROON; CASSIDY,
2009). Quando incubada em altas temperaturas, 70 - 90° C, em solugdo tampdo e pH neutro
(7,0), foi observado que a C3G sofreu degradacdo significativa, gerando um aumento
proporcional de seu metabdlitos, PCA (acido protocatecuico) e PGA (do inglés,
phloroglucinaldehyde), sendo que o PCA apresentou maior estabilidade em pH 7,0 em relacdo
ao PGA (PACE et al., 2018). Esses estudos sugerem que a antocianina é sensivel ao pH neutro
a alcalino e a altas temperaturas.

Quando incubada em um meio com células Caco-2 (células de mucosa intestinal), C3G
e cianidina apresentaram o mesmo comportamento, sendo a C3G novamente mais estavel do
que a forma aglicona, com degradacédo de 57 e 96 % respectivamente, demonstrando que a
degradacdo destes compostos se da de forma espontdnea no meio de cultura, com aumento
proporcional dos metabdlitos de fase | (KAY; KROON; CASSIDY, 2009).

No entanto, mesmo com a instabilidade demonstrada em ensaios in vitro, estudos com
seres humanos utilizando C3G isotopicamente marcada demonstram que a biodisponibilidade
e bioacessibilidade desta antocianina é maior do que considerada previamente (CZANK et al.,
2013). Os autores mostraram que a ingestdo de 500 mg de C3G por adultos jovens saudaveis,
do sexo masculino, resultou no aparecimento de C3G e de seus metabolitos (conjugados de fase
Il do acido proto-catecuico, acido feralico e acido hiparico) no soro, ar expirado, urina e nas
fezes. As concentragdes mais elevadas desses compostos foram encontradas na urina e nas fezes
dos voluntarios.

Em complemento ao estudo com C3G isotopicamente marcada, Ferrars et al. (2014)
identificaram uma diversidade de metabdlitos da C3G que ndo haviam sido demonstrados
anteriormente, utilizando a técnica HPLC-ESI-MS/MS, no soro, urina e fezes de voluntéarios
apos administracdo de 500mg de C3G C3G e conjugados da C3G e cianidina, foram detectados
na urina apos o periodo de 1 — 2 h de sua administracdo por gavagem, no entanto, a C3G
representa apenas 2 % dos metabdlitos encontrados na circulagcdo. Apds 2 h, foi visto um
consideravel aumento de PCA e PGA no soro e urina dos voluntarios. Levando em consideracao
0 aumento na concentracdo de PCA e PGA em um curto periodo, sugere-se que a C3G degrada
espontaneamente no intestino delgado e circulagdo e que sua bioatividade pode ser mediada
pela acdo de seus metabolitos. Dentre os compostos encontrados por Ferrars et al (2014), estéo
os principais metabdlitos de fase |1 da C3G, que sdo o PCA e PGA e metabolitos de fase I,

metil, sulfato, glicina e glucoronil.
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Dado conhecimento prévio sobre a metaboliza¢do da C3G no organismo humano e sua
distribuicdo em alimentos, estudos in vitro apresentam-se promissores para a compreensao dos

mecanismos de acdo da C3G no organismo humano.

1.3.2 Ac0es anticancer da cianidina-3-O-glicosideo

Estudos in vitro e em modelos animais tém demonstrado efeitos benéficos da C3G,
incluindo acédo antioxidante, anti-inflamatoria, efeito protetor pulmonar e cardiaco. Yan et al.,
(2015), constataram que em ratos com injuria pulmonar aguda, a C3G apresentou um efeito
protetor antioxidante, reduzindo a mortalidade desses animais causada por sepse, através da
inibicdo da atividade de NF-kB e aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como a SOD
(superdxido dismutase).

Em células hepaticas, a C3G estimulou a oxidagdo de &cidos graxos através da ativagdo
da via da AMPK, que diminui a atividade da enzima Acetil CoA carboxilase e ativa a carnitina
palmitoil acil transferase-1 (GUO et al., 2012). Um outro estudo demonstrou que 40 uM de
C3G promoveu a reducdo do citocromo ¢ (SKEMIENE et al., 2013) e foi capaz de aumentar a
eficiéncia da fosforilacdo oxidativa em mitocondrias danificadas por isquemia, através do
aumento na atividade do complexo | da cadeia transportado de elétrons (SKEMIENE;
LIOBIKAS; BORUTAITE, 2015). Além disso, a acao antioxidante e hipolipidémica da C3G
ja foi descrita por Duchnowicz et al., (2012), onde o tratamento in vitro com C3G do sangue e
eritrocitos isolados de pacientes hipercolesterolémicos foi eficaz em reduzir a concentracdo de
colesterol total e a peroxidacao lipidica (DING et al., 2006; DUCHNOWICZ et al., 2012; YAN
et al., 2015).

A acdo anticancer da C3G tem sido caracterizado em diferentes modelos. Em células de
glioblastoma, U87, a C3G promoveu efeito apoptotico associado a alteracdo de proteinas da
familia BCL-2 (do inglés, B cell lymphoma 2), com aumento da proteina pro apoptotica, BAX
(do inglés, BCL-2- associated X protein) e reducdo da anti-apoptética BCL-2 (HOSSEINI et
al., 2017). A cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo, inibiram de forma dose-
dependente a migracdo e invasdo de celulas de carcinoma pulmonar humano altamente
metastatico, A549, mesmo na auséncia de citotoxicidade (CHEN et al., 2006).

Particularmente no cancer de mama, a C3G foi eficaz de promover a apoptose de células
de céncer de mama triplo negativo, através da degradacdo de EGFR (do inglés, Estrogen
Growth Factor Receptor) (WANG et al., 2016). Adicionalmente, a C3G reduziu a viabilidade
de células HER2") de forma sinérgica com o quimioterapico Trastuzumab (LIU et al., 2014).
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Isolada da beterraba-sacarina, a C3G causou efeito citotdxico nas linhagens celulares de cancer
colorretal Caco-2, HepG2 (hepatico) e MCF-7 (mama), além de promover ativacdo das
proteinas pro-apototicas Bax e caspase 3 (CHEN; ZHAQO; YU, 2016). Isolada da amora, a C3G
induziu a apoptose em células de cancer de mama, MDA-MB-453, pela ativacao de caspase-3
clivada e fragmentacdo do DNA. Em complemento, mostraram inibicdo do crescimento
tumoral em modelo in vivo, apds inoculacdo de células MDA-MB-453, indicando sua eficacia
em inibir a progressao do tumor (CHO et al., 2017). Ademais, promoveu reducdo da
viabilidade, alteragdo no ciclo celular e apoptose de forma dose-dependente na linhagem de
carcinoma mamario metastatico humano HS578T (CHEN et al., 2005).

1.4 Reprogramacao do metabolismo intermediario no cancer

Levando em consideracéo a heterogeneidade do cancer de mama e dos outros tipos de
tumores, o metabolismo energético comum a todos para producdo de ATP e sintese de
compostos biossintéticos, eventos essenciais para manutencdo da elevada taxa de proliferacao
dessas células, apresenta pontos de regulacdo que podem ser explorados como alvos
metabolicos na busca de novas terapias anticancer (MOCANU; NAGY; SZOLLOSI, 2015).
Neste sentido, apesar dos estudos indicando a¢6es benéficas da C3G na reducdo da proliferacdo
de células tumorais, ainda pouco se tem descrito acerca de seus efeitos sobre 0 metabolismo de
glicose e sobre a bioenergética mitocondrial.

Dentre as alteracbes moleculares associadas ao cancer, possivelmente adaptagcdes no
metabolismo energético e na producdo de compostos biossintéticos- essenciais para suportar
taxas de proliferacédo celular elevadas- sdo comuns a grande maioria dos tumores (AMOEDO
et al., 2011; RODRIGUEZ-ENRIQUEZ et al., 2014)(AMOEDO et al., 2011; RODRIGUEZ-
ENRIQUEZ et al., 2014). Nesse sentido, a literatura cientifica recente mostra que a
flexibilidade metabdlica dos diferentes tipos de tumores esta intimamente associada a sua
capacidade de proliferacdo e invasdo e que “terapias bioenergéticas” direcionadas ao
metabolismo de glicose, de aminoacidos, particularmente da glutamina, e a bioenergética
mitocondrial podem auxiliar no tratamento anticancer (OBRE, E; ROSSIGNOL, R, 2015).

1.4.1 Metabolismo de glicose

A glicose é a principal fonte de carbonos para producdo de ATP (do inglés Adenosine

Triphosphate) na maioria das células de mamiferos. Além da importancia para a producdo de
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ATP, a glicose é oxidada pelas células para fornecer precursores biossintéticos necessarios para
o crescimento e proliferacdo celular e manutencdo do estado oxido-redutor apropriado
(NELSON; COX, 2014).

Através de transportadores especificos - GLUT (do Inglés GLUcose Transporters), a
glicose € transportada através da membrana celular e onde sucede a primeira etapa da glicolise
catalisada pela enzima hexoquinase (HK), que fosforila a glicose em glicose-6-fosfato em uma
reacdo irreversivel dependente de ATP. Na glicdlise, 1 molécula de glicose é oxidada
parcialmente em 2 moléculas de piruvato, produzindo 2 ATP e 2 NADH (do inglés
nicotinamide adenine dinucleotide) (NELSON; COX, 2014).

Na maioria das células, o piruvato é direcionado para a mitocondria, onde é oxidado a
Acetil-CoA, pela enzima piruvato desidrogenase, que entra no Ciclo de Krebs onde ocorre a
oxidacdo completa dos carbonos da glicose. No Ciclo de Krebs ha& producgdo das co-enzimas
reduzidas NADH e FADH: que sdo oxidadas na cadeia transportadora de elétrons, com
concomitante aumento do potencial de membrana mitocondrial e da forca préton motriz,
essenciais para a sintese de ATP pela enzima ATP sintase na fosforilacdo oxidativa (NELSON;
COX, 2014).

Em células que ndo tem mitoc6ndrias ou quando a velocidade de producéo de piruvato
excede a capacidade oxidativa das células, o piruvato é reduzido em lactato no citoplasma pela
enzima lactato desidrogenase (LDH), com producdo de NAD*. A reoxidacdo do NADH no
citoplasma, nessas condi¢fes onde a capacidade oxidativa/mitocondrial é reduzida, é essencial
para dar continuidade a glicélise, que depende de NAD* (ORTEGA et al., 2009). A conversdo

de glicose em lactato consiste na glicolise anaerdbica ou fermentagdo (NELSON; COX, 2014).

1.4.2 Etapas comprometidas no metabolismo da glicose no cancer

Em 1930, Otto Warburg descreveu que células tumorais apresentavam aumento do
consumo de glicose com elevada producéo de lactato, mesmo na presenca de oxigénio, além
do aumento na expressdo de enzimas glicoliticas e de transportadores GLUT (OBRE;
ROSSIGNOL, 2015). A hipotese difundida na época era de que tumores apresentavam altas
taxas de producdo de lactato devido a disfuncdo mitocondrial e diminuicdo das vias oxidativas.
Atualmente, embora ja tenha sido descrito que o modelo de Warburg nédo é universalmente
aplicavel a todos os tipos de cancer e que a maioria apresenta mitocdndrias funcionais, o

aumento expressivo na captacdo e na utilizacdo de glicose é prevalente na maioria dos tumores
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(KROEMER; POUYSSEGUR, 2008), feito que as distingue de células ndo tumorais (HAY,
2016).

Neste sentido, na pratica clinica, a técnica FDG-PET que consiste na utilizacdo de
tomografia por emissdo de prétons (PET) associada ao analogo de glicose ®F-flGior-deoxi-2-
glicose (FDG), detecta esse aumento exorbitante da captacdo e fosforilagdo da glicose pelas
células, sendo, portanto, utilizada para identificar a localizacdo de células tumorais e uma
ferramenta essencial para o diagnostico, tratamento e progndstico, no caso de células
metastaticas (MANKOFF et al., 2007).

O aumento na captacdo de glicose para producdo glicolitica de ATP ou para rea¢des
anabdlicas a partir da sintese de intermediarios desta via e das vias dos poliois e das pentoses,
é essencial para o crescimento, proliferacdo e aumento da capacidade invasiva destas células
(KROEMER; POUYSSEGUR, 2008) (Figura 5).

Esse incremento na captacdo de glicose € mediado por transportadores GLUTS, sendo
gue no cancer as isoformas 1 e 3 sdo as de maior expressdo. O GLUT-1 esta super expresso em
muitos tumores, incluindo cancer hepatico, mamario, pancreatico, cerebral, renal, pulmonar,
endometrial, coloretal, cervical e de ovario (SZABLEWSKI, 2013).

As enzimas glicoliticas apresentam papel fundamental na carcinogénese, sendo as
reacOes irreversiveis catalisadas pelas enzimas Hk, fosfofrutoquinase e piruvato quinase,
possiveis alvos terapéuticos (HAY, 2016). A Hk é a primeira enzima da glicélise e apresenta 4
isoformas diferentes em humanos com distribuicdo tecido-especifica. Em células tumorais, ha
uma superexpressdo das isoformas | (Hkl) e Il (Hkll) (CERELLA; DICATO; DIEDERICH,
2014), sendo a Hkll comum em diversos tipos de cancer, incluindo de mama (SATO-TADANO
etal., 2013), figado (KWEE et al., 2012), coloretal (HO; COOMBER, 2016), prostata (WANG
et al., 2014b) e glioblastoma (WOLF et al., 2011).

Cerca de 70 % da Hkll encontra-se associada a membrana externa da mitocondria,
ligada & proteina VDAC (do inglés, Voltage Dependent Anion Chanel), localizada no espago
intermembrana mitocondrial e é sua localizagdo intracelular que favorece altas taxas de
proliferacdo celular. A interacdo da Hkll a mitocdndria aumenta a atividade da enzima e inibe
0 processo de apoptose mitocondrial, pois evita a formagdo do poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial e impede a liberacéo do citocromo ¢ para o citosol e a diminui¢éo
do potencial de membrana mitocondrial. A liberagdo de citocromo ¢ do espago intermembranas
para o citosol é o principal mecanismo de inducdo da apoptose pela formagdo do complexo
Apaf-1 e ativacdo de caspases (PASTORINO; SHULGA; HOEK, 2002; CERELLA; DICATO;
DIEDERICH, 2014; CZABOTAR et al., 2014). Desta forma, o aumento da atividade de
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isoformas da Hk associadas a mitocondria favorece a manutengdo da proliferagéo tanto pelo
aumento da utilizacdo de glicose como pela inibicdo do processo de apoptose.

O produto da reacdo catalisada pela Hk, a glicose-6-fosfato, pode seguir também pela
via das pentoses fosfato, que é fundamental para a sintese de ribonucleotideos e NADPH. Esta
via desempenha importante papel na tumorigénese por ser fonte de precursores biossintéticos
que suprem as necessidades anabolicas de células tumorais, além de ser a principal fonte de
NADPH, que é necessario na sintese lipidica e para manter a homeostase redox intracelular
(CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011; PATRA; HAY, 2014; HAY, 2016).

Outra enzima chave que apresenta modificagcdes na carcinogénese é a gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (G3PDH), que catalisa a reacdo de fosforilacdo do gliceraldeido-3-
fosfato em 1,3-bifosfoglicerato e producdo de NADH. Também super expressa em células de
cancer, é crucial para a sobrevivéncia pois age como inibidor da via apoptética mediada por
caspases (CERELLA; DICATO; DIEDERICH, 2014).

Uma terceira enzima que compromete o metabolismo da glicose, € a piruvato
quinase (PK), que catalisa a conversao irreversivel de fosfofenolpiruvato e ADP em piruvato e
ATP. Em mamiferos apresenta 4 isoformas, PKM1, PKM2, PKR e PKL, sendo que em células
tumorais ha aumento da isoforma PKM2. Além de contribuir para o aumento da glicolise, a
PKM2 estimula a sobrevivéncia do tumor pois induz a expressdo da proteina anti-apoptotica
Bcl-xL (do inglés, B-cell lymphoma-extra large) (KWON et al., 2012; LUO; SEMENZA, 2012;
CERELLA; DICATO; DIEDERICH, 2014).

Em complemento a elevada captacdo de glicose, ha aumento proporcional da producédo
de &cidos bicarbbnicos e latico por essas células, a liberagdo deles no meio extracelular
proporciona ambiente mais acido que favorece a invasdo e suprime efeitos imunoldgicos
anticancer. A producéo de lactato é catalisada pela enzima lactato desidrogenase (LDH), que
apresenta 4 isoformas, LDHA, LDHB, LDHC e LDHD. A isoforma LDHA é a de maior
expressao nos tumores e possui alta afinidade pelo piruvato. O lactato produzido é excretado
pelas células tumorais através de transportadores de acidos monocarboxilicos (MCT 1 e 1), no
espaco extracelular, pode ser captado por células do estroma, para regenerar o piruvato que sera
usado pela célula tumoral na fosforilagdo oxidativa (KROEMER; POUYSSEGUR, 2008;
HANAHAN; WEINBERG, 2011; KENNEDY et al., 2013).
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Figura 5: Representagdo esquematica da glicdlise, via das pentoses-fosfato, glutamindlise, via de sintese de
lipidios e amino&cidos. O metabolismo da glicose é acelerado em células de cancer devido ao aumento na
expressao de transportadores e enzimas que dirigem o fluxo de glicose a fim de suprir as demandas anabélicas
das células. Enzimas e transportadores que estdo superexpressas em células de cancer estao representados em
negrito. (Adapatado de MOCANU; NAGY; SZOLLOSI, 2015)

Di — hidroxicetona-P, di-hidroxicetona-fosfato; Frutose-6-P, Frutose-6-fosfato; G3PDH, gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase; Gliceraldeido-3-P, gliceraldeido-3-fosfato; Glicose-6-P, Glicose-6-fosfato; GLUT,
transportador de glicose; HK, hexoquinase; LDH, Lactato desidrogenase; MCT, transportador de acidos
monocarboxilicos; PFK, fosfofrutoquinase; PK, piruvato quinase.

1.4.3 Oncogenes e regulacdo do metabolismo de glicose

O incremento na capacidade glicolitica nas células tumorais sustentado pelo aumento
de transportadores de glicose e de algumas enzimas-chave do metabolismo glicolitico, como ja
mencionado, é regulado pela ativacdo de alguns oncogenes, como c-MYC, PI3K, e
principalmente o fator de transcricdo HIF-1 (do Inglés Hypoxia Inducible Factor-1)
(TARRADO-CASTELLARNAU; DE ATAURI; CASCANTE, 2016).

HIF-1 regula diferentes etapas do metabolismo de glicose em células tumorais, como
aumento da expressao de GLUTS, das enzimas Hk I e Il, LDHA e do transportador de lactato
MCT-1 (TARRADO-CASTELLARNAU; DE ATAURI; CASCANTE, 2016). A ativagédo de

HIF-1 depende de sua estabilidade, que ocorre em condi¢des de baixa tensdo parcial de
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oxigénio. E, apesar de a ativacdo de HIF-1 ser comum a diversos tipos de tumores, células
tumorais localizadas no centro de tumores sélidos apresentam maior ativacdo de HIF-1 (TOTH,;
WARFEL, 2017). Além de aumentar a utilizagdo de glicose pela via anaerdbica, HIF-1 diminui
sua utilizacdo pela via aerobica, através da inibicdo da enzima piruvato desidrogenase (PDH,
que converte piruvato em Acetil-CoA (KIM, et al., 2006).

A regulacdo exercida por HIF ocorre principalmente sobre a glicolise anaerdbia,
enguanto que em condi¢des com aumento da tensao parcial de oxigénio, o fator de transcricéo
c-MYC é o principal regulador. O aumento na expressao de c-MYC ocorre em diversos tipos
de céncer, como de célon, mama, préstata e bexiga (DANG; LE; GAO, 2009). Sua acao
contribui para a conversao de glicose em piruvato, pois diminui a expressdo da enzima piruvato
desidrogenase quinase (PDK), principal inibidor da PDH. Desta forma, c-MYC estimula
glicolise aerdbica através da oxidacao do piruvato em Acetil Co-A. Do mesmo modo, c-MYC
promove 0 aumento da expressao de LDHA e MCT]1, favorecendo o aumento na producdo e
efluxo de lactato. Outros genes glicoliticos regulados por c-MYC incluem as enzimas Hkill,
G3PDH, enolase 1 e PK, e o transportador GLUT1 (OSTHUS et al., 2000; DANG; LE; GAO,
2009; TARRADO-CASTELLARNAU; DE ATAURI; CASCANTE, 2016).

Outro oncogene que participa ativamente do remodelamento bioenergético nas células
de cancer PI3K/Akt (fosfatidil-inositol-3-quinase/Akt). Dentre as varias acdes deste oncogene
sobre 0 metabolismo de glicose, estdo o0 aumento da expressdo de GLUT1 (BARTHEL et al.,
1999; WIEMAN; WOFFORD; RATHMEL, 2007; BARRON et al., 2016), e o estimulo da
ligacdo da Hk a mitocdndria, 0 que aumenta sobremaneira a captacdo e a metabolizacdo de
glicose pelas células tumorais. Adicionalmente, a associagdo da Hk & mitocéndria, como ja
mencionado anteriormente, além de aumentar a atividade desta enzima, impede a formacéao do
poro de transicdo de permeabilidade da membrana através de sua interacdo com as proteinas
VDAC e Bcl-2, uma proteina anti-apoptotica. Ademais, a interacdo de BAX e BAK (do inglés,
BCL-2 antagonist or killer) duas proteinas pré-apoptoticas, € inibida pela associacdo da Hk a
membrana externa da mitocondria. Desta forma, a ativacdo de PI3K/Akt, estd diretamente
associada a inibicdo do processo de apoptose mitocondrial (ROBEY; HAY, 2009).

A regulacdo do metabolismo tumoral também é exercida pelo fator de transcri¢éo p53,
que atua como supressor tumoral e é conhecido como “guardido do genoma”. A proteina p53 é
capaz de suprimir a tumorigénese através da regulacdo do ciclo celular e inducdo da apoptose
em reposta ao estresse. Entretanto, aproximadamente 60 % dos canceres humanos apresentam
mutacdo na proteina p53, 0 que promove aumento da sobrevivéncia, invasdo e metastase do

tumor. Adicionalmente, tumores que apresentam mutacdo na p53, tém expressao elevada de
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GLUT 1, sugerindo um papel dessa proteina na regulacdo da utilizacdo de glicose pelas células
tumorais (LU; TAN; CAI, 2015; CORDANI et al., 2016; TARRADO-CASTELLARNAU; DE
ATAURI; CASCANTE, 2016).

A partir dessas informagdes, torna-se clara que a flexibilidade metabolica dos diferentes
tipos de canceres envolve a regulagéo de diferentes etapas do metabolismo de glicose e funcéo
apoptose. Da mesma forma, muitos mecanismos parecem regular reciprocamente o
metabolismo energético no citoplasma e na mitocéndria, representando, portanto, um aspecto

importante na terapia anticancer (AMOEDO et al., 2011).

1.5 Polifendis de alimentos e efeitos anticancer sobre o metabolismo energético

Apesar de ainda escassa, a literatura cientifica tem mostrando a ac¢do anticancer de
alguns compostos bioativos isolados, tendo como alvo enzimas e transportadores relacionados
ao metabolismo de glicose (Figura 6). E, mais uma vez, o composto mais estudado neste
contexto é o resveratrol. Li et al. (2016) demonstraram que o resveratrol reduziu a expressao
da enzima Hk-Il e a utilizacdo de glicose em células de cancer de pulméo (LI et al., 2016a).
Gomez et al. (2013) demonstraram que o resveratrol reduziu a viabilidade, o consumo de
glicose e ATP em células de carcinoma mamario humano, MCF-7, sendo esses efeitos
correlacionados a inibigcdo da enzima fosfofrutoquinase (PFK) apds tratamento com resveratrol.
Adicionalmente, evidéncias recentes mostraram que o resveratrol € um potente regulador da
funcdo mitocondrial de células tumorais, através da regulacdo da biogénese e de vias
relacionadas a producdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (DE OLIVEIRA et
al., 2016).

Além do resveratrol, ja foi descrito que a curcumina, um curcuminodide, derivada da
Curcuma aromatica salisb, também apresenta efeito inibidor sobre a atividade da enzima Hk-
I1 em células de cancer colorretal. A agdo da curcumina parece estar associada a dissociagdo da
Hk-11 da membrana externa da mitocondria, o que levou a reducao do consumo de glicose e da
producéo de lactato, e inducdo da via de apoptose nestas células (WANG et al., 2014). Da
mesma forma, a Oroxila-A, um flavondide proveniente da raiz da Scutellaria, reduziu a
atividade e expressao da Hk-11 em células de cancer de pulmdo, ademais diminuiu a produgéo
de lactato, expressdo do GLUT 1 e a captacdo de glicose em células de carcinoma mamario
humano (WElI et al., 2013). Ademais, 0 Kaempferol ja foi descrito como inibidor da captacédo

de ®H-DG, um analogo de glicose ndo metabolizavel utilizado para avaliar o metabolismo de
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glicose, em células MCF-7, com efeito associado a reducdo da expressdo do transportador
GLUT1 e inibicdo de MCT-1 (AZEVEDO et al, 2015)

A partir desses resultados, a utilizacdo de polifendis de alimentos que tenham como alvo
0 metabolismo energético, apresenta-se promissora como terapia anticancer. Tendo em vista
que as alteragdes metabolicas sdo caracteristicas de células tumorais e menos frequentes em
células ndo tumorais, possivelmente a utilizacdo terapéutica de polifendis de alimentos

possivelmente cursa com menos efeitos colaterais do que drogas convencionais.
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Figura 6: Representacdo esquematica da glicdlise, via das pentoses-fosfato, glutamindlise, via de sintese de
lipidios e aminoacidos, e a inibicdo de etapas limitantes no metabolismo por polifendis. Inibicdo do GLUT
por Kaempferol (AZEVEDO, 2015) e oroxila-A (WEI et al, 2013), da HK pelo resveratrol (LI et al., 2016a),
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Na mitocdndria, ha inibicdo da ATP sintase pelo resveratrol (DE OLIVEIRA et al., 2016). (Adapatado de
MOCANU; NAGY; SZOLLOSI, 2015)
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2. Justificativa

Em virtude da dependéncia de células tumorais por glicose para suprir sua necessidade
de crescente proliferacdo, o metabolismo energético dessas células, principalmente a via
glicolitica, tem sido estudado como alvo terapéutico potencial no cancer. Compostos naturais
que tenham como alvo de sua acgdo terapéutica as vias de producdo de ATP podem se tornar
promissores no tratamento anticancer.

A partir de evidéncias sugestivas que alguns compostos bioativos, especialmente os
polifendis como resveratrol e quercetina apresentam efeito sobre o metabolismo de glicose e de
enzimas glicoliticas, especulamos que a C3G pode apresentar efeito similar, levando em
consideracdo sua acdo no cancer previamente descrita. Além disso, pouco se sabe sobre os
mecanismos de acdo in vitro da C3G sobre o metabolismo intermediario celular e, até o
momento, ndo ha na literatura estudos que tenham avaliado sua agdo no metabolismo glicolitico

de células de cancer.
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3. Objetivo geral

Investigar os efeitos da cianidina-3-O-glicosideo e de seu metabolito acido
protocatecuico, sobre o metabolismo de glicose nas linhagens de células mamarias humanas
tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) e ndo tumoral (MCF10A)

3.1 Objetivos especificos

e Investigar o efeito da cianidina-3-O-glicosideo na atividade metabdlica das células

e Auvaliar os efeitos da cianidina-3-O-glicosideosobre o fluxo glicolitico das células

e Auvaliar a acdo da cianidina-3-O-glicosideo na atividade da enzima hexoquinase nas
fracdes citosolica e mitocondrial a partir da incubacdo previa das células

e Investigar a agdo direta da cianidina-3-O-glicosideo e de seu metabolito acido

protocatecuico na atividade da hexoquinase nas fragdes citosolica e mitocondrial
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4. Metodologia

4.1 Modelos Celulares

Para este trabalho foram utilizadas como modelo experimental, trés linhagens celulares,
sendo duas de carcinoma mamario humano, MCF-7 e MDA-MB-231, e uma ndo tumoral,
MCF10A. Todas as linhagens sdo de mama, de origem epitelial, obtidas do banco de células
American Type Cell Collection.

A MCF10A, linhagem luminal, foi estabelecida a partir de doenga fibrocistica de mama
e é uma linhagem ndo tumoral. Entretanto, por ser uma célula imortalizada, suas caracteristicas
genotipicas/fenotipicas ndo sdo idénticas das células normais de mama (LACROIX;
LECLERCQ, 2004; QU et al., 2015).

A linhagem de carcinoma de mama, MCF-7 € classificada como luminal pois apresenta
expressédo elevada de genes envolvidos em juncdes celulares, como E-caderina. Esta linhagem
é positiva para RE e apresenta a proteina p53 nativa. Adicionalmente, a literatura descreve que
esta linhagem apresenta um fendtipo oxidativo (elevada atividade mitocondrial) (GUPPY et al.,
2002; COMSA; CIMPEAN; RAICA, 2015).

A linhagem de carcinoma mamario MDA-MB-231 é do tipo basal, caracterizada por
apresentar a proteina p53 mutada e por ndo expressar nenhum dos receptores hormonais, RE,
RP e HER>, desta forma denominada TNBC (do inglés, Triple Negative Breast Cancer). Esta
linhagem é altamente metastatica e apresenta expressao elevada de marcadores de células
mesenquimais, como a vimentina, o que favorece sua migragdo e invasao (LACROIX;
LECLERCAQ, 2004).

4.2 Cultura de células e compostos bioativos

As linhagens tumorais de mama, MCF-7 e MDA-MB-231, foram cultivadas em meio
RPMI, suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB). As células foram cultivadas nas
densidades, 0,6 x 10° e 0,5 x 10° células, respectivamente, em garrafas de 25 cm?. A linhagem
nédo tumoral, MCF10A, foi cultivada em meio DMEM-F12, suplementado com 10 % de SFB,
1 mg/mL de EGF (do inglés, Epidermal Growth Factor), 50 pg/mL de hidrocortisona e 2
mg/mL de insulina. A densidade celular foi de 0,5 x 10° em garrafa de 25 cm?. As trés linhagens

foram mantidas em atmosfera controlada com 5 % CO» a 37 °C e subcultivadas a cada 3 dias.
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A antocianina cianidina-3-O-glicosideo foi isolada de um extrato de arroz negro e
gentilmente cedida pelo Pesquisador Paul Kroon, do Quadram Institute Bioscience, Norwich,
Reino Unido sendo do grau de pureza de 98 %. O &cido protocatecuico utilizado foi da Sigma-
Aldrich. Ambos foram preparados em DMSO (Dimethyl Sulfoxide) e armazenados a -20° C.

4.3 Ensaio de atividade metabdlica

Para avaliar o efeito da C3G sobre a atividade metabdlica celular, foi feito o ensaio de
reducdo do sal de tetrazélio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazdlio).

Trata-se de um ensaio colorimétrico (MOSMANN, 1983), onde o0 MTT, um sal de
coloracdo amarela solivel em agua, € reduzido a formazan por desidrogenases
celulares/mitocondriais, um composto que forma um precipitado de coloracdo roxa solivel em
solventes  orgédnicos. A intensidade da coloragdo pode ser quantificada
espectrofotometricamente e correlacionada com a atividade metabolica/mitocondrial das
células.

As celulas foram cultivadas em placas de 96 pogos por 24 h e entdo tratadas com
diferentes concentragdes de C3G (1, 3, 7, 10, 20, 40 e 100 uM) por 24 h. Depois do periodo de
incubacdo, o meio de cultura foi trocado por um meio sem C3G. As células controle foram
incubadas nas mesmas condic@es, sem a C3G. Apos 48 e 72 h do momento da incubacdo com
C3G, o meio de cultura foi removido e as células foram incubadas com a solu¢do de MTT a 0,5
mg/mL dissolvida em BSS (do inglés, Balanced Salt Solution) por 2 h a 37° C. A solugdo foi
descartada e adicionou-se isopropanol acido (0,1 N HCI) para dissolver os cristais de formazan.

A leitura foi feita em leitor de microplacas a 570 nm.

4.4 Producéo de lactato

O lactato produzido através da via glicolitica foi avaliado no meio de cultura, pelo
método descrito por Hamilton & Pardue (1984). O lactato liberado para o meio de cultura reflete
0 quanto do composto foi acumulado em um determinado periodo. Foi feita a quantificacdo de
lactato baseado na oxidacdo do piruvato e consequente reducdo de NAD?*, catalisada pela
enzima lactato desidrogenase.

Para este ensaio, foram plaqueadas 108 células das linhagens MDA-MB-231, MCF-7 e
MCF10A em placas de 96 pogos. Apds 24 h de incubacdo, o meio foi removido e adicionado

meio de cultura com diferentes concentragoes de C3G (1, 3, 7, 10, 20, 40 e 100 uM) por 24 h.
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Apos este periodo, o meio de cultura foi coletado em microtubos de plastico e adicionou-se um
novo meio de cultura sem C3G, apds 48 e 72 h do momento da incubacao foram feitas novas
coletas de meio de cultura. As células controle foram incubadas nas mesmas condicdes, sem a
C3G. As coletas de meio de cultura foram feitas em duplicata.

O ensaio para quantificacdo de lactato foi realizado adicionando 6 uL. de amostra de
meio de cultura no meio de reacdo em tampdo hidrazina/glicina (pH 9,2), contendo 5 mg/mL
B-NAD" e 15 U/mL de lactato desidrogenase. A leitura do ensaio foi realizada em
espectrofotdbmetro a 340 nm e a presenca de lactato no meio de cultura foi comparada com uma
curva padréo de lactato e expressa em nmol de lactato/poco (HAMILTON; PARDUE, 1984).

4.5 Preparo das fracdes citosolica e mitocondrial das linhagens celulares

Para obter a fragdo mitocondrial e citosolica das linhagens, utilizou-se o metodo de
centrifugacdo diferencial, onde o lisado celular total é submetido a diferentes etapas de
centrifugacdo e as fracOes subcelulares sdo separadas de acordo com sua densidade (WILSON
& WALKER, 2000).

Para este ensaio, 1,2 x10° células das linhagens MCF10A e MDA-MB-231, e 1,5 x 108
células da linhagem MCF-7, foram plaqueadas em placas de petri de 60 cm?. As células foram
mantidas em incubadoraa 37°C e 5 % de CO.. O meio de cultura foi removido e a monocamada
celular lavada com PBS (Phosphate Buffered Saline — Dulbecco A) a 4° C. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de PBS gelado as placas e as células foram tripsinizadas para dissociacdo. A
suspensdo de células foi transferida para um tubo conico de plastico de 15 mL e centrifugadas
a 1.000 x g por 10 minutos (Fanem Excelsa Il — Mod. 206 SL). O precipitado celular foi
homogeneizado em tampao de extracao proteica, na propor¢ao 300 uL de tampao para cada 2
placas, contendo 10 mM TRIS-HCI pH 7,4, 250 mM sacarose, 20 mM NaF, 1 mM DTT, 5 mM
EDTA, 1 mM PMSF e 64,3 uL de CIP (Coquetel inibidor de protease - ROCHE). A suspensao
de células foi transferida para um homogeneizador de vidro (Wheatton Potter — Elvehjem), onde
0 processo de lise foi feito manualmente por 2 minutos, em banho de gelo (4° C).

O lisado celular foi transferido para um microtubo de plastico e centrifugado a 100 x g
por 5 minutos (centrifuga Sigma 4K15), a 4° C para descartar debris celulares. O sobrenadante
resultante foi centrifugado a 10.000 x g por 15 min (centrifuga Sigma 4K15), a 4° C. O
sobrenadante, correspondente a fracéo citosolica, foi transferido para outro tubo e o precipitado,
correspondente a fragdo mitocondrial, foi homogeneizado em 60 uL de tampao de extragdo

proteica. Tanto o sobrenadante (fracdo citosdlica) quanto o precipitado (fragdo mitocondrial)
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foram usados para medir a atividade da enzima Hk, por ensaio enzimatico acoplado (AMOEDO
etal., 2011).

4.6 Ensaio enzimatico acoplado

A atividade da Hk foi avaliada nas fracBes citosdlica e mitocondrial por ensaio
enzimatico acoplado, que consiste na utilizacdo de uma via de interconversdao de NAD" e
NADH auxiliar, que ndo faz parte do sistema da reacdo de interesse. A molécula de NAD* tem
a caracteristica de, ao transitar entre os estados oxidado (NAD") e reduzido (NADH), absorve
menos ou mais luz. Esta propriedade permite avaliar a variagdo na absorvancia em
espectrofotdbmetro, comprimento de onda 340 nm. Assim, assumindo o coeficiente de extin¢éo
molar do NADH a 340 nm, (s= 6,22 x 10*dm®mol™cm™) e considerando que 1 mol de glicose-
6-fosfato produzido equivale a 1 mol de NAD™ reduzido, é possivel calcular a atividade da

enzima Hk pela seguinte equacéo:

Atividade especifica = AAbsorvancia S

6,22 x mg de proteina

Para 0s ensaios de efeito cronico com C3G, as células foram cultivadas em placas de
petri de 60 cm?, nas densidades 1,2 x 10° para as linhagens MCF10A e MDA-MB-231, 1,5 X
108 para a linhagem MCF-7. As células foram incubadas com C3G nas concentragdes 20, 40 e
100 uM por 24 horas. As células controle foram incubadas nas mesmas condi¢des, com o
mesmo volume de DMSO (veiculo). Os ensaios foram realizados utilizando as fracGes
citosélica e mitocondrial de todas as condigdes obtidas por centrifugacdo diferencial. A

atividade da enzima foi medida apds adicdo de 5 mM de glicose ao meio de reacdo contendo

50 mM de Tris/HCI (pH 7,4), 10 mM de MgCl, , 1 mM de p -NAD*, 1 U/ml de G6PDH
(Leuconostoc mesenteroides — glicose-6-fosfato-desidrogenase — Sigma Aldrich), 0,1 % Triton
X-100, 2 mM de ATP e 20 uL do extrato da fragdo mitocondrial ou 50 puL da fracdo citosolica.
Esses volumes de extrato corresponderam a aproximadamente 50 ug de proteina nas fragdes
mitocondrial e citosélica das linhagens tumorais e 25 g de proteina para a linhagem néo
tumoral.

Para os ensaios de efeito direto, as células foram cultivadas em placas de petri de 60
cm?, nas densidades 1,2 x 10° para as linhagens MCF10A e MDA-MB-231, 1,5x10° para a
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linhagem MCF-7. Ao alcangarem 90 % de confluéncias (aproximadamente 3 dias de cultivo),
as células foram processadas e as fragdes citosdlica e mitocondrial obtidas por centrifugacédo
diferencial, como descrito anteriormente. A atividade da Hk foi avaliada como descrito acima
e, apos inicio da reacdo, a variagdo da absorvancia foi acompanhada por aproximadamente 2
minutos, até taxa constante. Em seguida foram adicionados isoladamente 100 uM C3G ou 100
UM PCA, em ordem aleatdria, e a reacdo foi acompanhada até taxa constante. Por fim, o 2°
composto foi adicionado, na mesma concentracdo, para avaliar seu efeito combinado sobre a

atividade da enzima Hk.

4.7 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteina dos extratos citosélico e mitocondrial foi realizada pelo
método de Bradford (BIO-RAD — Bradford Reagent — Bio-Rad Prontei Assay, Dye Reagent
Concentrate - #500-0006) (BRADFORD, 1976).

4.8 Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita calculando o IC50 e EC50 de cada linhagem apds
tratamento com C3G - a partir de regressao ndo linear, teste t de Student ndo pareado para
comparar as médias das populacdes das trés linhagens de células expostas as diferentes
condigcdes de C3G e teste t de Student pareado para comparar as diferentes condi¢cdes dos
ensaios da atividade da Hk com adicdo de C3G e PCA, considerando resultado estatisticamente
diferente quando p<0,05. O software utilizado para produgdo de gréficos e estatistica foi 0
Graphpad prism 7.0.
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5. Resultados
5.1 Avaliacdo da atividade metabolica das linhagens de mama submetidas ao tratamento

com cianidina-3-O-glicosideo

A figura 7, apresenta a atividade metabdlica das linhagens de células mamérias, apos
incubacdo com C3G em diferentes concentracfes (1 — 100 uM). Os resultados estdo expressos
relativos as células controle, ndo incubadas com C3G. A atividade metabdlica foi avaliada a
partir do ensaio de reducdo do sal de tetrazdlio MTT, conforme descrito em material e métodos.
A reducdo deste composto reflete a atividade das enzimas desidrogenases e pode ser
considerada como proxy de atividade metabdlica e proliferativa das células, visto que a
mitocdndria concentra a maior parte da atividade dessas enzimas.

A linhagem nédo tumoral, MCF10-A, 48 h apds o periodo inicial da incubacéo (Figura 7
A), apresentou aumento de aproximadamente 10 % na atividade metabodlica quando comparada
as células controle. Sendo a concentracdo de C3G necessaria para alcancar 50 % da resposta
méaxima, 29,4 uM (LogEC50 = 1,469 puM, indicado pela seta vermelha). No entanto, com 72 h
(Figura 7 B), a sensibilidade dessa linhagem a C3G aumentou, visto a diminuicdo significativa
do EC50 para 2,3 uM (LogEC50 = 0,36 UM, indicado pela seta vermelha), correspondendo a
um aumento de 8,6 % na atividade metabolica.

A linhagem tumoral MCF-7, apresentou reducdo de 8 % na atividade metabolica apds
48 h de incubacéo (Figura 7 C), sendo o IC50 de 3,8 uM C3G (LogIC50 = 0,57 uM, indicado
pela seta vermelha). Adicionalmente, ap6s 72 h de incubagdo com C3G, houve reducédo de 37
% na atividade metabdlica quando comparado com as células controle, sendo o IC50
correspondente a 1,12 mM de C3G (LoglIC50 = 3,048), indicando que apesar da diminui¢do na
atividade metabdlica, a sensibilidade das células MCF-7 a C3G reduziu em 5 vezes com 0
passar do tempo.

Também representada na figura. 7, a linhagem tumoral MDA-MB-231, apresentou um
aumento de 10 % na sua atividade metabdlica apds 48 h de incubacdo (Figura 7 E), sendo EC50
29,43 UM de C3G (LogEC50 = 1,278 puM, indicado pela seta vermelha), efeito semelhante ao
visto na linhagem ndo tumoral MCF10-A. Curiosamente, ap6s 72 h de incubacdo (Figura 7 F),
também houve um aumento de 6 % na atividade metabolica, entretanto a quantidade de C3G
necessaria para alcancar 50 % da resposta maxima foi 21 x menor quando comparado com o
tempo de 48 h, correspondendo a 0,881 uM de C3G (LogEC50 =-0,055 pM, indicado pela seta
vermelha). A reducdo no EC50, visto nas linhagens MCF10A e MDA-MB-231, ap6s 72 h
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indica que uma menor concentracdo de C3G foi necessaria para aumentar, mesmo que de forma

sutil, a atividade metabolica de ambas as linhagens.
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Figura 7. Efeito da cianidina-3-O-glicosideo na atividade metabdlica das linhagens celulares
MCF10-A (ndo tumoral), MCF-7 e MDA-MB-231 (tumorais). As células foram incubadas com
diferentes concentragdes de C3G, 1, 3, 7, 10, 20, 40 e 100 UM, por 24 h, apds esse periodo o meio foi
trocado e a atividade metabdlica celular medida ap6s 48 e 72 h pelo ensaio de redugdo do MTT, como
descrito em materiais e métodos. Os resultados séo expressos relativos ao controle e os dados foram
ajustados usando regressao ndo linear em funcdo do log[C3G] uM, onde foram calculados o EC50 e
IC50 para C3G, referentes a concentragdo de C3G necessaria para alcancar 50 % da resposta maxima
de ativacdo (EC50) ou inibicdo (IC50). A seta vermelha indica a concentracdo de C3G que atingiu 50
% da resposta méaxima, onde para a linhagem MCF10-A (A e B) 0 EC50 foi de 29,43 pM e 2,295 pM,
para a linhagem MCF-7 (C e D) 0 IC50 de 3,747 uM e 1117 puM, e para a linhagem MDA-MB-231 (E
e F) o EC50 foi de 18,98 uM e 0,881 uM, nos tempos de 48 e 72 h, respectivamente. Valores
representam media + EP, derivados de 3 replicatas biolégicas.
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Vale ressaltar, que este ensaio foi feito apoés um “pulso” inicial de 24 h com C3G e que
ao término deste periodo, 0 meio de cultura foi trocado por um meio de cultura sem C3G,
sugerindo que o efeito da C3G, ou de seus metabdlitos, se prolongaram mesmo na auséncia de

exposi¢do constante.

5.2 Avaliacdo do acumulo de lactato das linhagens de mama submetidas ao tratamento

com cianidina-3-O-glicosideo

O acumulo de lactato no meio de cultura, que reflete o metabolismo glicolitico
anaerdbico dessas células, foi avaliado utilizando o meio de cultura coletado apds 24 h de
incubacdo com C3G, seguido de coleta nos tempos, 48 e 72 h ap6s incubacéo inicial com C3G.
A Figura 8 representa o0 acumulo de lactato nas diferentes linhagens utilizadas neste trabalho
ap6s 48 e 72 h, normalizadas pela concentracéo de 24 h. E possivel observar que as linhagens
apresentam perfis diferenciados de acordo com o tempo e a variagcao de concentracdo de C3G
utilizada.

Considerando que células tumorais apresentam aumento na producao e excrecdo de
lactato em relacdo a células ndo tumorais, foi avaliado o perfil de acumulo de lactato das
linhagens celulares de mama, nas condigdes controle sem C3G, desta forma foi possivel
identificar que as células tumorais, MCF-7 (Figura 8 B) e MDA-MB-231 (Figura 8 C)
apresentaram um aumento mais expressivo no acumulo tanto ap6s 48 h, como 72 h de cultivo,
quando comparadas a nao tumoral, MCF10-A (Figura 8 A). Essa Ultima, apresenta um aumento
importante no acimulo de lactato somente ap6s 72 h de cultivo (~ 1,5 x). A linhagem MCF-7
apresenta um aumento de 1,3 e 1,9 x no acumulo de lactato apds 48 e 72 h, respectivamente.
Adicionalmente, pode-se observar que a linhagem tumoral MDA-MB-231 (Figura 8 C),
considerada a mais glicolitica, apresenta um aumento de aproximadamente 1,7 e 1,6 x no
acumulo de lactato apds 48 e 72 h de cultivo, respectivamente.

Ao avaliar o acimulo de lactato nas células incubadas com C3G, é possivel observar
que apesar dos efeitos sutis, 0 composto gerou alteragdes no perfil de acimulo de lactato de

todas as linhagens, entretanto em especial nas linhagens tumorais.
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Figura 8. Acumulo de lactato das linhagens celulares de mama MCF10A (ndo tumoral), MCF-7 e MDA-
MB-231 (tumorais). As células MCF10A (A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C) foram incubadas com C3G
nas concentragdes de 1, 7, 20, 40 e 100 UM por 24 h, apos esse periodo o meio foi trocado e o lactato em meio
de cultura quantificado ap6s 48 e 72 h. A medida de lactato no meio de cultura foi avaliada por ensaio
enzimatico, conforme descrito em material e métodos. Para avaliar o acimulo de lactato dessas linhagens e 0s
efeitos do tratamento com C3G, foi avaliado os tempos de 48 e 72 h, normalizados em relacéo ao tempo de 24
h. A linha tracejada vermelha indica o tempo controle de 24h. Valores representam média +EP, derivados de
2 replicatas bioldgicas (linhagem MCF10A), 3 replicatas biologicas (linhagem MCF-7), 1 replicata biolégica

(linhagem MDA-MB-231)

Em relacdo a linhagem ndo tumoral MCF10-A (Figura 8 A), similar as células controle,

ndo tratadas com C3G, houve um aumento no acimulo de lactato apds 72 h, a excecédo da

condicdo de incubacdo com 40 uM de C3G. O acumulo de lactato ap6s 72 h, nas células

incubadas com C3G, foi ligeiramente maior quando comparado a condicdo controle, entretanto

sem diferenca estatistica.

Em relacdo a linhagem tumoral MCF-7, os efeitos da C3G sobre o fluxo glicolitico ndo

foram claros, visto que houve flutuagdes nos resultados nas diferentes condigdes. Observando

os efeitos apos incubacdo com 7 uM C3G, o acumulo de lactato foi maior nos 2 tempos quando

comparados as células controle (sem C3G), sendo de 1,7 x e de 2,9 x ap0s 48 e 72 h incubacéo,
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respectivamente. Por outro lado, nas concentragdes 20, 40 e 100 uM, o acumulo de lactato foi
menor ao padrdo visto nas células controle no tempo de 72 h, sendo esse aumento em torno de
1,5 x. Esses resultados indicam que a incubacdo com C3G regulou o metabolismo de glicose
na linhagem MCF-7 e que na concentracdo de 20-100 uM, houve uma redugéo no fluxo
glicolitico.

No caso da linhagem metastatica MDA-MB-231, é possivel notar que ap6s 48 e 72 h,
nas concentracGes mais altas, 40 e 100 uM, a C3G promoveu um maior aumento no acimulo
de lactato em relagdo ao observado nas células controle (sem C3G), sendo esse aumento de 2,5
e 3,5x no tempo de 72 h na condigdo de 40 e 100 uM C3G, respectivamente. A MDA-MB-231
é uma linhagem caracterizada por apresentar um fendtipo mais glicolitico (LACROIX;
LECLERQ, 2004). Portanto, a incubacdo com C3G pode ter aumentando o fluxo glicolitico
anaerobico. Adicionalmente, dado que as células podem produzir lactato a partir da
glutamindlise (HENSLEY; WASTI; DEBERARDINIS, 2013), os efeitos metabdlicos da C3G
e/ou de seus metabolitos parecem envolver a modulacéo de varias vias metabolicas. Levando
em consideracdo o resultado anterior apresentado na Figura 7, no qual a MDA-MB-231,
apresentou um aumento na atividade metabdlica com a incubacéo, é possivel supor que a C3G

pode estar causando alteragfes no metabolismo glicolitico e oxidativo destas células.

5.3 Avaliacéo do efeito da cianidina-3-O-glicosideo na atividade da enzima hexoquinase
apos incubacdo por 24 h e o efeito agudo com cianidina-3-O-glicosideo e o acido

protocatecuico

Como mencionado anteriormente, a Hk € a primeira enzima da via glicolitica e um dos
principais pontos de regulacdo do metabolismo de células de cancer, tendo sido explorada como
potencial alvo terapéutico no combate ao cancer. Isso se deve ao fato de a Hk estar diretamente
associada a vias de producdo de ATP, ndo somente a glicolise mas também a fosforilacdo
oxidativa, esta ultima por regular o potencial eletroquimico mitocondrial (DA-SILVA et al.,
2004). A Hk também esta relacionada a producdo de precursores biossintéticos, a vias de
inibicdo da apoptose e estimulo para proliferacio (MATHUPALA; KO; PEDERSON, 2009).
Desta forma, decidimos avaliar os efeitos da C3G e de seus metabolitos sobre a regulacéo da
atividade desta enzima nas diferentes linhagens de mama e em diferentes fracdes subcelulares
na tentativa de aprofundar na compreensao dos efeitos metabdlicos e possivelmente anticancer

desses compostos.
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Inicialmente, foi avaliada a atividade da Hk nas fragdes citosolica e mitocondrial das
células controle, sem adi¢do de C3G, como mostrado a seguir na Figura 9, com o intuito de
entender mais detalhadamente as possiveis diferencas no metabolismo de glicose entre as

linhagens estudadas.
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Figura 9. Atividade especifica e total da hexoquinase, fracGes citosélica e mitocondrial nas linhagens de
mama, MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231. (A) Atividade especifica da HK, medida por ensaio enzimético
acoplado em fragdes citosdlica (barra preta) e mitocondrial (barra cinza) e (B) Distribui¢do relativa da atividade
da HK, calculada a partir das atividades especificas nas fragdes citosolica e mitocondrial. N = minimo de 5
replicatas biolégicas. * significativamente diferente da fracdo citosolica (p<0,05). # significativamente diferente
da fracdo mitocondrial da MCF10A (p<0,05)

A Figura 9 A e B mostra, respectivamente, a atividade especifica da Hk nas fracOes
citosolica e mitocondrial, e a distribuicdo relativa da atividade da Hk nesses compartimentos
celulares. A partir da observacao dos graficos, é possivel verificar que a atividade especifica da
Hk na fracdo mitocondrial € maior do que a observada na fracao citosolica, sendo esse aumento
estatisticamente significativo nas linhagens MCF10A e MCF-7, p<0,05 (Figura 9 A). Os
valores das atividades especificas da Hk nas fragdes mitocondrial e citosolica nas linhagens
MCF10A, MCF-7 e MDA-MB-231 foram, respectivamente, 7,87+1,94, 5,07+0,69, 7,89+1,95
para a fragdo citosolica e 43,38+6,94, 22,4+4,46, 15,26+1,63 nmoles G6P x mg ptn™t x min?,
para a fracdo mitocondrial.

A MCF10-A, uma linhagem ndo tumoral, apresentou maior atividade especifica da Hk
mitocondrial em relagdo a MCF-7 (p<0,005) e MDA-MB-231(p<0,0005), que sdo linhagens
tumorais. Esse aumento foi de 1,9 x em relagdo a MCF-7 e 2,8 x comparado a MDA-MB-231.
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A atividade especifica na fracdo citosolica da Hk ndo diferiu entre as diferentes linhagens de
mama.

Na Figura 9 B, é possivel observar a distribuicdo relativa da atividade da Hk nas fragdes
citosolica e mitocondrial. Desta forma, é possivel verificar que na linhagem ndo tumoral
MCF10-A, a distribuicdo da atividade da Hk nas fragdes mitocondrial e citosdlica é 70 % e 30
%, respectivamente, sendo essa diferenca significativa (p<0,0001). Adicionalmente, a linhagem
tumoral MCF-7 também apresentou uma maior proporcdo da atividade da Hk na fragédo
mitocondrial, 62,6 %, quando comparada a fracdo citosolica, que correspondeu a 37,4 % da
atividade total (p<0,05). No caso das células MDA-MB-231, por outro lado, ndo houve
diferencas da atividade da enzima Hk entre as fraces mitocondrial e citosolica, sendo a
distribuicio 42 % e 58 %, respectivamente. E importante ressaltar que ao comparar a
compartimentaliza¢do da atividade da Hk entre as 3 linhagens estudadas, ndo houve diferencas
significativas.

O proximo conjunto de experimentos referem a avaliacdo da atividade da enzima Hk
apos incubacdo com C3G, nas concentragdes 20, 40 e 100 UM, por 24 h, como mostra a Figura
10. Para este ensaio foram selecionadas as concentracdes de C3G que ndo apresentaram efeitos
toxicos as linhagens de células de mama, mas que modularam a atividade metabdlica e
producéo de lactato como visto anteriormente. Na linhagem n&o tumoral, MCF10-A, ndo houve
diferenca na atividade da Hk em nenhuma das fracdes, citosolica (Figura 10A) e mitocondrial
(Figura 10B), apos incubagéo com C3G. No entanto, com 40 uM de C3G houve uma tendéncia
(p=0,05) a reducéo de 20 % da atividade da Hk na fragdo mitocondrial (Figura 10B) quando
comparada a condigéo controle.

Nas células tumorais, a incubacdo por 24 h com C3G causou alteracdes na resposta da
atividade da Hk em ambas as fra¢des (Figura 10 C - F). Foi observado um aumento na atividade
da Hk na fracdo citosélica da MCF-7 (Figura 10 C), com todas as concentra¢Ges de C3G, sendo
0 aumento de 1,4 x (p<0,0001), 1,2 x (p<0,05) e 1,2 x (p<0,005), nas concentracdes 20, 40 e
100 uM, respectivamente, comparadas as células controle, sem C3G. Ja na fracdo mitocondrial
(Figura 10 D), houve reducédo de 24 % (p<0,05) na condicdo de 40 uM C3G. Esses dados
mostram que a C3G afeta diferencialmente a atividade da Hk nas fragdes mitocondrial e
citosolica, na linhagem tumoral MCF-7.

Na fracdo citosolica da MDA-MB-231 (Figura 10 E), houve um aumento significativo
de 36 % (p<0,05) na atividade da Hk quando as células foram incubadas com 20 uM de C3G,
semelhante ao encontrado nas células MCF-7. Adicionalmente, na concentragdo de 100 puM,
foi observado um aumento de 18 %, sem diferenca estatistica. Entretanto, esse resultado sugere
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que as células MDA-MB-231 também foram sensibilizadas a C3G apds 24 h em cultivo e que
esse composto afeta a atividade da Hk. O mesmo é visto na fracdo mitocondrial, que apesar de
ndo apresentar diferencas estatisticas, foi possivel observar o aumento da atividade da Hk nas
3 condicdes, sendo este de 1,3 x, 1,4 x e 1,4 x, respectivamente, nas concentracdes 20, 40 e

100 uM de G3G, quando comparado as células controle.
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Figura 10. Efeito da incubagdo com C3G por 24 h, na atividade da hexoquinase, fracdes
citosélica e mitocondrial nas linhagens de mama, MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231. A atividade
especifica da Hk foi medida por ensaio enzimatico acoplado em fragc6es citosolica e mitocondrial apds
incubacdo com 20, 40 e 100 pM de C3G por 24 h, expressa em relagdo ao controle. A linha vermelha
indica a atividade da Hk das células controle, sem C3G (100 %). As fracGes citosélica e mitocondrial
sdo representadas nas 3 linhagens, sendo MCF10-A (A e B), MCF-7 (C e D) e MDA-MB-231 (Ee F)
respectivamente. N = minimo de 3. * significativamente diferente do controle (p<0,05). # quando
p=0,05.
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Com o intuito de esclarecer os efeitos causados pela C3G ainda na atividade da Hk, foi
feito o0 mesmo ensaio enzimatico acoplado, porém com uma abordagem diferenciada, neste
avaliamos os efeitos da C3G e do seu metabdlito principal PCA, adicionando-os diretamente
nas fracdes citosolica e mitocondrial durante a cinética da reacdo da atividade da Hk. Além
deste, 0 PGA outro importante metabdlito da C3G, foi incialmente testado, entretanto, devido
a sua alta instabilidade, optamos por ndo investigar seus efeitos neste parametro estudado.

Na Figura 11, estdo apresentados os resultados da atividade da Hk relativa ao controle,
com a adig&o isolada de C3G ou PCA na concentracdo de 100 uM, e o efeito combinado dos
dois compostos, C3G + PCA (100 uM de cada composto). E possivel observar que os dois
compostos isolados ou juntos, afetaram a atividade da Hk, efeito visto em todas as linhagens.

Na MCF10-A, linhagem cuja atividade da Hk ndo foi afetada com a incubacdo com
C3G por 24 h, observamos que quando exposta diretamente aos compostos, houve um aumento
significativo na atividade da Hk na frag&o citosolica em todas as condi¢des, sendo que o efeito
mais expressivo foi na presenca de C3G isolada e C3G+PCA, com aumento de 41 % (p<0,005)
e de 36 % (p<0,0001), respectivamente (Figura 11 A). Na fracdo mitocondrial, houve reducao
em todas as condicGes, sendo a reducdo de 54 % apos adicdo de C3G significativamente
diferente quando comparada ao controle (p<0,005).

As diferencas encontradas na fracdo citosolica da Hk na linhagem MCF-7 foram
compativeis ao que foi visto com os resultados apds incubacgéo prévia, com C3G por 24 h. Foi
observado um aumento de 47 % nesta fracdo apos adicdo de C3G (p<0,0005) e de 27 % ap0ds
adicdo de PCA (p<0,005). O efeito da adicdo combinada de C3G+PCA resultou em um
aumento de 54 % (p<0,0001). Apesar do aumento significativo apds adicdo de PCA
isoladamente, o efeito mais pronunciado foi da C3G. Quando analisada a fracdo mitocondrial,
por outro lado, apenas a C3G isoladamente promoveu aumento significativo na atividade da Hk
nessa linhagem, sendo este de 35 % comparado ao controle (p<0,05).

Semelhante ao encontrado na fracéo citosélica das linhagens MCF10-A e MCF-7, houve
aumento significativo da atividade da Hk na MDA-MB-231 (Figura 11 E), em todas as
condic¢des, novamente sendo o efeito mais expressivo apos adi¢do de C3G, onde foi observado
um aumento de 64 % (p<0,005), e um aumento de 35%(p<0,05) apos adicdo de PCA e de 54
% (p<0,0001) quando utilizado os dois compostos. Na fracdo mitocondrial (Figura 11 F), houve
uma reducao de aproximadamente 15% nas 3 condicdes, sendo p<0,05 quando utilizado PCA
isolado.

E possivel observar que quando adicionada diretamente as fracdes ja isoladas, a C3G

tem efeitos diferenciados, tornando as linhagens de céncer ainda mais sensiveis quando
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comparado aos resultados com incubagdo de 24 h, e afetando também, a MCF10-A, o que ndo
havia ocorrido anteriormente de forma expressiva. Isso indica que a acessibilidade dos

compostos e a forma como sdo metabolizados pode influenciar na sua agéo.
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Figura 11. Efeito direto da C3G e PCA na atividade da hexoquinase, fracdes citosolica e
mitocondrial nas linhagens de mama, MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231. A atividade especifica da
HK foi medida por ensaio enzimatico acoplado em fragdes citosolica e mitocondrial, ap6s adi¢do de C3G,
PCA ou da combinacdo C3G + PCA, expressa em relacdo ao controle. A linha vermelha indica a atividade
da HK das células controles (100%). As fragfes citosdlica e mitocondrial sdo representadas nas 3
linhagens, sendo MCF10-A (A e B), MCF-7 (C e D) e MDA-MB-231 (E e F), respectivamente. N =
minimo de 3. * significativamente diferente do controle (p<0,05).
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Adicionalmente, ao avaliar a distribuicdo relativa da atividade da Hk ap6s incubagéo
com C3G (Figura 12), ou seja, nos compartimentos citosolico e mitocondrial, é possivel
observar que ndo houve diferenca deste parametro comparando a distribuicdo das células
controle nas linhagens MCF10-A e MDA-MB-231. No entanto, a linhagem tumoral MCF-7,
apresentou diferenca estatistica (p<0,0001) entre as fragdes citosolica e mitocondrial, como ja
demonstrado na Figura 9 B, sendo a fracdo mitocondrial 2 x maior que a citosolica. E apesar
de ndo apresentar diferenca estatistica com os tratamentos quando comparados ao controle, é
possivel observar uma tendéncia ao aumento da fracéo citosolica, de 1,3 x, e redugdo da fragdo
mitocondrial, de 1,2 x, nessas células, principalmente com 20 e 40 uM. Na condi¢do de 100
UM, houve diferenca estatistica entre as fracfes (p<0,005), sendo a fracdo mitocondrial 1,6 x
maior do que a citosolica.

As alteracBes observadas na distribuicdo da atividade da Hk nas fracGes citosolica e
mitocondrial ap6s incubagdo com C3G por 24 h, podem estar associadas a redu¢do da atividade

metabdlica também vista na linhagem tumoral, MCF-7 (Figura 7 C-D).
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Figura 12. Efeito da incubagdo com C3G por 24 h, na atividade total da hexoquinase, fragdes citosolica
e mitocondrial nas linhagens de mama, MCF10-A, MCF-7 e MDA-MB-231. A distribuicdo relativa da
atividade da Hk, calculada a partir das atividades especificas nas fracdes citosélica e mitocondrial apds
incubacdo com 20, 40 e 100 uM de C3G por 24 h. A atividade relativa da hexoquinase esta distribuida em
fracdo citosolica (barra cinza) e mitocondrial (barra preta), representadas nas 3 linhagens, sendo MCF10-A

(A), MCF-7 (B) e MDA-MB-231 (C) respectivamente. N= minimo de 3. * significativamente diferente
(p<0,05).
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6. Discussao

Por conta da alta dependéncia das células tumorais por ATP, 0 metabolismo energético
de tumores tem se tornado protagonista na busca por alvos terapéuticos “alternativos”
anticancer, uma vez que células tumorais apresentam alteracGes em diferentes vias relacionadas
ao metabolismo intermediario, como o metabolismo de glicose, ciclo de Krebs e fosforilacéo
oxidativa. As alteracdes no metabolismo de glicose em células tumorais talvez sejam as mais
estudadas onde um fen6tipo muito caracteristico € 0 aumento expressivo na captagdo e
utilizacdo de glicose. O conhecimento deste fenotipo possibilitou o desenvolvimento de
metodologia para auxiliar no tratamento e tracar prognostico no cancer, através da técnica de
Tomografia de Emissdo de Positrons, onde um analogo radioativo da glicose (geralmente
associada ao fluor radioativo) é injetado nos individuos e a emissao de pdsitrons é acompanhada
através de scanner. As regides que apresentam a maior taxa de metaboliza¢cdo do composto
parecem ser associadas a células com alta taxa de proliferacédo e células tumorais possibilitando,
assim, a identificacdo de focos de metastase.

Muitas alteracdes moleculares ja foram descritas como sendo responsaveis pela alta taxa
de metabolizacdo de glicose pelas células tumorais, sendo 0 aumento da expressdo da enzima
Hk isoforma Il uma das altera¢Ges mais estudadas. Esta enzima desempenha papel importante
na tumorigénese, pois esta associada ao aumento da proliferacdo e progressdo do cancer de
mama, associado ao aumento da glicélise. A isoforma Il da Hk, que esté ligada a proteina
VDAC na membrana externa da mitocondria, apresenta propriedades cinéticas que parecem
tornar mais eficiente a utilizacdo de glicose pelas células tumorais, além de ser um ponto
importante de regulacdo do metabolismo mitocondrial/oxidativo (DA-SILVA et al., 2004).
Desta forma, inimeras evidéncias sugestivas indicam que a Hk, especialmente a isoforma Il €
um importante alvo para terapias anticancer (PASTORINO; HOEK, 2008; MATHUPALA;
KO; PEDERSEN, 2010; SATO-TADANO et al., 2013; AMOEDO et al., 2013).

A partir do exposto, no presente estudo foi avaliado os efeitos da C3G sobre a atividade
da enzima Hk em trés linhagens de mama, sendo a MCF-7 e a MDA-MB-231, modelos
tumorais. Medidas de atividade metabdlica e fluxo glicolitico também foram utilizadas para
que avancemos na compreensdo dos efeitos da C3G sobre o metabolismo de glicose destas
células. Até onde temos conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia a agcdo da C3G e de
seu metabdlito, PCA, sobre a atividade da enzima Hk em modelos celulares humanos de mama.

Nossa primeira abordagem investigativa foi avaliar as diferencas metabdlicas destas

linhagens sem o tratamento com C3G. Foi possivel observar que as células tumorais
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apresentaram maior acimulo de lactato em relagdo a ndo tumoral, MCF10A (Figura 8). Esse
resultado condiz com o fendtipo bioenergético diferenciado das células de cancer, caracterizado
pelo aumento no metabolismo glicolitico, o que reflete em uma maior producdo e excre¢édo de
lactato para o0 meio de cultura, favorecendo a proliferacdo e crescimento destas células (HAY,
2016). Além de diferencas no fluxo glicolitico, essas células apresentam regulagdo diferenciada
da enzima Hk, que sera discutido mais adiante.

Na literatura existem poucos relatos acerca dos efeitos da C3G e seus metabolitos sobre
a proliferacdo de células de carcinoma de mama. E os poucos estudos concentram na linhagem
MDA-MB-231, possivelmente pelo seu carater metastatico e resistente a multiplas drogas. As
concentracfes de C3G ja reportadas na literatura variam de 6,3 - 500 uM, com incubacdes
prolongadas de no méaximo 48 h (XU et al., 2010; WANG et al., 2011; LIANG et al., 2016;
SOUSA et al., 2016; PACE et al., 2018). Sendo o desenho experimental de 1 Gnico pulso de
C3G e os efeitos avaliados somente ao final do periodo de incubagdo.

Wang et al. (2016) avaliaram os efeitos da C3G em diferentes linhagens de mama,
incluindo a linhagem MDA-MB-231, e mostraram que concentracGes a partir de 150 uM de
C3G por 24 e 48 h foram eficazes em reduzir significativamente a viabilidade celular e alterar
a morfologia das células. J& nas linhagens MCF10A e MCF-7, os efeitos ndo foram
pronunciados. Esses resultados diferem de nossas observagdes pois, apesar de sutis, a linhagem
MCF-7 apresentou respostas diferenciadas em relacdo as demais linhagens. Essas diferencas
nos resultados encontrados em relacéo a literatura podem estar associadas a forma de exposicéo
das células a C3G e a faixa de concentracdo utilizada. Optamos por fazer um desenho
experimental onde as células foram expostas a um pulso inicial de C3G por 24 horas, e
posteriormente 0 meio de cultivo era trocado e as células incubadas por 24 e 48 horas na
auséncia de C3G, quando os efeitos biolégicos eram avaliados.

Levando em consideracdo que a C3G agiria como uma droga, a avaliacdo dos efeitos
em uma condi¢do onde o composto ndo estaria mais presente caracterizaria o periodo de
recuperacdo das células. Entretanto, dada as respostas sutis em quase todos 0s ensaios que
realizamos, possivelmente uma exposicdo da C3G mais aguda seja mais interessante para
destacar as diferencas de acdo da C3G nas linhagens estudadas. Adicionalmente, no presente
trabalho, a faixa de concentracéo utilizada de C3G foi 1-100 pM, 5 x menor em comparagao a
concentracdo maxima do estudo de Wang et al. (2006), podendo ser este mais um aspecto
relacionado a diferenca entre os dados da literatura, particularmente com relagdo a auséncia de

efeito citotoxico na linhagem MDA-MB-231 observada em nossos resultados.
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Estudos que avaliaram a estabilidade das antocianinas in vitro, mostraram que ao
simular condicdes fisioldgicas, ph 7,4 a 37° C, a C3G ¢é rapidamente degrada a PCA e PGA,
sendo essa hidrélise espontanea. Ao avaliar a metabolizacdo da C3G na presenca de células
Caco-2, utilizada como modelo celular da barreira intestinal, essa degradacgéo foi semelhante a
observada em um meio sem células, sugerindo que a C3G pode ser degradada de forma
espontanea no intestino delgado (KAY; KROON; CASSIDY, 2009; WOODWARD et al.,
2009).

Em um estudo conduzido por Czank et al. (2013), a utilizacdo da C3G isotopicamente
marcada mostrou que a biodisponibilidade deste composto é maior do que relatado
anteriormente e que pode ser comparada a de outros compostos como os flavandis e flavonas.
Avaliando a cinética pés prandial da ingestdo de 500 mg de C3G (isotopicamente marcada no
13C), verificaram que a C3G, metabdlitos priméarios (PCA e PGA) e metabdlitos secundarios
(&cidos hipurico, vanilico e ferulico) sdo encontrados no soro, ar expirado, fezes e urina dos
voluntarios (CZANK et al., 2013; DE FERRARS et al., 2014). Desta forma, a partir do
conhecimento do metabolismo da C3G, tanto relacionado ao seu comportamento quimico in
vitro como sua metabolizacédo in vivo, algumas consideracdes merecem ser feitas com relacéo
aos resultados obtidos no presente trabalho: (a) apds o periodo de incubacgdo de 24 h, a maior
fracdo de C3G possivelmente foi degradada em seus metabolitos, dado que 1 Unico pulso de
C3G foi utilizado. Pulsos adicionais de C3G talvez sejam necessarios para manter constante
sua concentracdo e aumentar a possibilidade de captacdo pelas células; (b) sendo PGA e PCA
os metabolitos majoritarios da degradacdo espontanea da C3G, os efeitos observados se devem,
em parte, aos efeitos desses compostos. Neste contexto, além da C3G, investigamos os efeitos
do metabdlito PCA sobre a atividade da enzima Hk.

Com o objetivo de avaliar os efeitos, a priori, citotoxicos da C3G sobre as linhagens
celulares, utilizamos a metodologia de reducéo do sal de tetraz6lio MTT, conforme descrito em
material e métodos. A reducdo deste composto reflete a atividade das enzimas desidrogenases
e pode ser considerada como proxy de atividade metabdlica e proliferativa das células, visto
gue a mitocéndria concentra a maior parte da atividade dessas enzimas. A MDA-MB-231 e a
linhagem nédo tumoral MCF10A, apresentaram alteragdes sutis apds incubagdo com C3G, com
aumento de até 10 % na atividade metabolica. Ao avaliar o fluxo glicolitico, observamos que
houve um aumento no acumulo de lactato no meio das células tratadas, sendo este efeito dose
e tempo dependente na linhagem MDA-MB-231 e expresso apenas apos 72 h na MCF10A.

Possivelmente esse ligeiro aumento “tardio” no acimulo de lactato pode refletir uma

acao mais prolongada (refletindo uma metabolizacdo mais lenta) da C3G ou de seus metabolitos
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sobre 0 metabolismo de glicose nas células MCF10A. Desta forma, podemos concluir que,
mesmo sutis, os efeitos da C3G nessas linhagens parecem envolver os compartimentos
mitocondrial (em fungdo do aumento da atividade metabdlica) como citosolico, em fungéo do
aumento da producgdo de lactato. Nosso objetivo é seguir na identificacdo de rotas de agdo da
C3G nas células, possivelmente relacionadas ndo somente a velocidade de metabolizagdo da
C3G nas células tumorais, mas também ao direcionamento diferenciado de seus metabolitos
para diferentes compartimentos celulares, e.g., mitocondria.

No caso da linhagem MCF-7, foi observada reducdo na sua atividade metabolica,
principalmente ap6s 72 h, esta de 37%. Vale ressaltar que neste trabalho, a atividade metabdlica
e o fluxo glicolitico foram avaliados apds um “pulso” de 24 h de incubacdo com C3G e que
este meio foi trocado por um sem C3G, assim os efeitos vistos principalmente na MCF-7 podem
refletir um efeito prolongado da C3G ou de seus metabdlitos como PCA e PGA.

Os diferentes efeitos encontrados nas células tumorais podem ser justificados pelas
diferencas metabdlicas entre elas. A MDA-MB-231, classificada como basal, € uma linhagem
altamente metastatica e invasiva, caracterizada por um metabolismo mais glicolitico. Por outro
lado, a MCF-7 € uma linhagem dependente de estrogénio, predominantemente oxidativa e
menos invasiva (GUPPY et al., 2002; LACROIX; LECLERCQ, 2004b; COMSA,; CIMPEAN;
RAICA, 2015). Gupta & Tikoo (2013) mostraram que em situacdes de hiperglicemia, a MDA -
MB-231 apresenta aumento da proliferacéo e carcinogénese enquanto que a MCF-7, apresentou
aumento na sinalizacdo de apoptose, mostrando que a linhagem MDA-MB-231 é mais
resistente ao estresse oxidativo causado pela hiperglicemia.

Nas Ultimas décadas, uma série de estudos tém enfatizado a importancia da
reprogramacao metabdlica no desenvolvimento tumoral. O aumento na expressdo e
funcionalidade da enzima Hk tem sido considerado um grande contribuidor para 0 aumento da
glicdlise, visto que sua ligacdo com o0 VDAC na mitoc6ndria traz uma série de beneficios como:
(a) aumento da afinidade pelo ATP, (b) acesso preferencial ao ATP gerado pela mitocondria,
(c) reducdo da inibicao alostérica pelo seu produto glicose-6-fosfato. Ademais, a associacao da
Hk a mitocondria pode exercer um efeito anti-apoptético, como a a¢do antagonista sobre
proteinas pré apoptoticas da familia Bcl-2, que tem localizacdo ou direcionamento a
mitocondria (MATHUPALA; KO; PEDERSEN, 2009; ROBERTS; MIYAMOTO, 2015).
Portanto, o uso de inibidores glicoliticos, especialmente aqueles que visam a Hk Il pode vir a
ser uma abordagem viavel para direcionar as terapias anticancer.

Embora ainda escassos na literatura, os efeitos de polifenois na expresséo e atividade da

Hk de células tumorais ja tem sido descritos, como o resveratrol que reduziu a expressao da
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enzima Hk-11 em células de cancer de pulméo (LI et al., 2016), os efeitos da curcumina inibindo
a atividade da enzima Hk-11 em células de cancer colorretal (WANG et al., 2014) e da Oroxila-
A, um flavonoide, que reduziu a atividade da Hk-I1 em células de cancer de pulméo (WEI et
al., 2013).

Dados os resultados encontrados na atividade da Hk das células tumorais ap6s incubacgéo
com C3G por 24 h, podemos supor que o composto afeta de forma diferente os compartimentos
citosélico e mitocondrial destas células, sendo a mitocéndria o seu principal alvo. Ao avaliar
os efeitos sobre a linhagem MCF-7, podemos sugerir que a C3G provoca um estresse
metabdlico nestas células, cursando possivelmente com alteragcdes na mitocondria que levariam
a célula a alterar seu metabolismo, aumento da glicolise, visto que essa célula ja foi descrita
como mais oxidativa do que a MDA-MB-231 (RODRIGUES, 2013), e que de acordo com a
concentracdo de glicose no meio, estas células alterar a utilizagdo das duas vias metabolicas
para suprir o aporte de ATP (PACHECO-VELAZQUEZ et al., 2018).

Lu et al (2015), mostraram que a linhagem MCF-7 altera seu metabolismo ap0s estresse
causado por radiacdo, essa alteracdo foi mediada pela alteracio na mTOR, associada a
regulacdo da proliferacédo celular, pode ser realocada na mitocondria, resultando no aumento da
fosforilacdo oxidativa e reducdo da glicélise. Foi mostrado também que a mTOR forma um
complexo com a Hk 11, causando reducéo da atividade desta enzima.

No entanto, no presente estudo vimos um perfil diferenciado, ap6s incubacdo com C3G, a
linhagem MCF-7 apresentou reducdo do acumulo de lactato e da atividade metabdlica,
refletindo em uma modificacdo no metabolismo energético destas células e que essa alteracdo
é gerada por uma atenuacéo do fluxo glicolitico quando comparado as células controle. Com a
alteracdo na atividade da Hk, na qual foi visto aumento no compartimento citosolico e reducédo
no mitocondrial, podemos sugerir que a C3G reduz o fluxo glicolitico nas células MCF-7,
possivelmente a partir da diminuicdo da atividade da enzima Hk na fragdo mitocondrial.

Ao avaliar a atividade da HK das trés linhagens observamos que na linhagem MDA-MB-
231, o aumento encontrado nas fracGes mitocondrial e citosolica, sugerem alteragbes no
metabolismo glicolitico, possivelmente o aumento da necessidade energética, levando em
consideracdo também o maior acumulo de lactato (Figura 8 C) de forma dose e tempo
dependente. O fato de a MDA-MB-231, a linhagem estudada que apresenta o fen6tipo mais
glicolitico, ndo apresentar enriquecimento da atividade da Hk na fragdo mitocondrial levanta a
hipotese da importancia da regulacdo do fluxo glicolitico no compartimento citosolico.
Conforme observado na Figura 8 C, essa linhagem apresenta um elevado acimulo de lactato

apos 48 h em cultura, diferentemente das outras 2 linhagens, cujo aumento na producdo de
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lactato € observado principalmente ap6s 72 h de cultivo (Figura 8 A e B). Desta forma, pode-
se especular que a distribuicdo similar da atividade da enzima Hk entre os compartimentos
mitocondrial e citosélico seja importante para o elevado fluxo glicolitico anaerdbico,
caracteristico desta linhagem celular, e consequentemente para sua elevada taxa de proliferagéo.

Ademais, os resultados encontrados, mostram que as linhagens tumorais apresentam
alteracdes na atividade da Hk em ambas as frac@es, mitocondrial e citosolica, apds o tratamento
com C3G (figura 10). E essas diferencas parecem refletir alteracGes no metabolismo energético
e desta forma, indicar uma regulacgéo diferenciada da utilizacéo de glicose por essas células.

Ao considerar 0 metabolismo da C3G, sugere-se que os efeitos atribuidos a ela, podem
estar também relacionados a acdo de seus metabdlitos, desta forma, prosseguimos com a
avaliacdo da atividade da Hk. Realizamos os ensaios com a C3G e o PCA, um de seus
metabdlitos majoritarios, adicionando-os diretamente as fragfes citosdlica ou mitocondrial das
células, em alta concentragdo (100 uM), para avaliar o efeito especifico destes compostos nos
compartimentos celulares.

Quando comparados com os efeitos da C3G e do PCA, é possivel observar que a MCF-7
apresentou efeito semelhante ao visto com 24 h, na fragéo citosolica, sugerindo que os efeitos
observados na pré incubacéo refletem a acdo direta da C3G e podem ser causados pela entrada
do composto “intacto” nessas células. Nas demais linhagens, MCF10A e MDA-MB-231, a
adicdo dos compostos nas fracdes citosélica e mitocondrial (Figura 11), resultaram em efeitos
diferentes da pré incubacéo (Figura 10), o que indica que a forma como estes compostos sdo
captados e metabolizados impacta diretamente em seus efeitos. Desta forma, possivelmente o

metabolismo da C3G ¢ diferente entre essas 3 linhagens.
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7. Conclusodes

Neste estudo, mostramos que a C3G apresenta efeito satil sobre as trés linhagens, ou
seja, ela ndo é citotoxica, diferentemente do que hipotetizamos. No entanto, apresentou
pequenas alteracGes na atividade metabdlica das trés linhagens, principalmente na MCF-7.
Mecanismos mais robustos devem ser investigados a fim de determinar com mais clareza o
efeito da C3G sobre a atividade metabolica, principalmente mitocondrial. A fim de prosseguir
com o estudo dos efeitos da C3G no metabolismo energético, a respirometria de alta resolucéo
é uma opcdo viavel para investigar a funcionalidade da mitocéndria.

Diferencas no metabolismo energético entre as trés linhagens pode determinar o
metabolismo e, consequentemente, a acdo da C3G. Como mostrado, a C3G apresentou efeito
oposto no acumulo de lactato das células tumorais, promoveu um aumento dose e tempo
dependente na MDA-MB-231 e uma reducdo na MCF-7. Mais anélises sdo necessarias para
confirmar os efeitos da C3G sobre a producéo, transporte e acimulo de lactato.

A C3G alterou a atividade da Hk das duas linhagens tumorais, mas ndo afetou a
linhagem ndo tumoral, MCF10A, mostrando que seu efeito prolongado no metabolismo
energético é especifico as células tumorais. O fato da C3G ter apresentado efeitos diferenciados
entre as células tumorais pode significar que o metabolismo do composto e o fendtipo
energético das linhagens é diferenciado. Apesar de ja ter sido descrito na literatura o
metabolismo da C3G e que essa antocianina € encontrada em fezes, urina e soro humano, seus
efeitos podem estar associados a acdo de seus metabolitos. Entretanto, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos de acao destes metabdlitos e a possivel agdo sinérgica entre 0s compostos.

Ao avaliar a acdo direta da C3G na atividade da Hk nos compartimentos citosolico e
mitocondrial, vimos que as linhagens apresentaram maior sensibilidade a C3G isolada do que
ao PCA, mas que o efeito sinérgico dos dois compostos também afeta de forma eficiente as 3
linhagens, principalmente na frac&o citosolica da MDA-MB-231 e MCF-7.

O PCA isolado teve efeito nas linhagens tumorais, mas nédo afetou, de forma isolada, a
linhagem MCF10A, novamente, este efeito pode estar associado ao metabolismo diferenciado
dessas células e a capacidade de expulsdo e/ou metabolizacdo dos compostos.

Diante do exposto, mais estudos sdo necessarios para entender os efeitos da C3G sobre 0
metabolismo energético, particularmente a enzima Hk, visto que a reducdo da atividade dessa
enzima tem sido considerada como promissora terapia anticancer.

Investigar os efeitos dos metabolitos da C3G e ndo somente dela isolada é relevante, pois

as células com fenotipos diferentes possivelmente metabolizam a C3G de forma diferente.
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Ademais, pesquisar os efeitos da C3G e do PCA metabdlitos sobre a expressdo proteica da Hk
e sobre a regulacdo da expressdao génica pode ser promissora, Visto que oS compostos

apresentaram efeito sobre a atividade desta enzima.
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