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RESUMO

O cancer ¢ uma doenca multifatorial que constitui uma das principais causas de mortalidade
global. No tratamento, sdo comuns desafios como a falta de resposta, o desenvolvimento de
resisténcia, ocorréncia de recidivas e de efeitos adversos. A descoberta de novas substancias
antitumorais para alternativas terapéuticas ¢ essencial para melhorar a eficacia e
especificidade, superar resisténcias e permitir uma abordagem mais personalizada.
Compostos ativos com propriedades farmacoldgicas t€m sido extraidos com éxito de fontes
naturais, incluindo plantas e microrganismos. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o efeito
citotoxico do extrato bruto etandlico do fungo 7. asperelloides (ExtTa) sobre linhagens
celulares tumorais e sua interagdo com quimioterapicos. Nos ensaios de citotoxidade pelo
método MTT, foi observado que o ExtTa reduziu significativamente a viabilidade celular de
linhagens humanas de glioblastoma (T98G), carcinoma de mama (MDA-MB-231) e de
pulmao (A549), cancer colorretal (HCT116 e WiDr), osteossarcoma (Saos-2), melanoma
(LB373) e fibrossarcoma (HT1080). Também foi observada citotoxicidade para as linhagens
murinas 4T1 e Sal/N de adenocarcinoma de mama e fibrossarcoma, respectivamente.
Embora o ExtTa tenha apresentado citotoxicidade para as células nao tumorais humanas de
fibroblasto (GM637) e rim (HEK-293T), e para os fibroblastos murinos NIH/373 ¢ L.929, a
concentracgdo inibitoria de 50% das células (ICso) para as células tumorais foi menor do que
as observadas para as células ndo tumorais. Nos ensaios de triagem, a maior eficacia e
seletividade do ExtTa foi encontrada contra as células de glioblastoma T98G e de céancer
colorretal HCT116. O ExtTa ¢ aproximadamente quatro vezes mais citotoxico para as essas
células tumorais em relacdo as linhagens ndo tumorais. Além disso, quando comparado o
indice de seletividade (IS) da doxorrubicina (DOX) com o do ExtTa, observou-se que o
ExtTa foi mais seletivo que a DOX para todas as linhagens cancerigenas testadas. Foi feita
a avaliagcdo da combinag¢ao do tratamento do ExtTa com a DOX e com o quimioterapico 5-
FU, e os resultados obtidos mostraram um possivel potencial do ExtTa como adjuvante
desses farmacos, atuando de forma sinérgica e permitindo a redugdo de dose nas linhagens
de osteossarcoma Saos-2 e de cancer colorretal HCT116. A agao do ExtTa induz aumento
da expressdo génica dos genes BCL-2 e MAPK1, e promove parada do ciclo celular na fase
GO0-G1. Em conjunto, os dados revelam para existéncia de compostos bioativos com efeitos

citotoxicos no ExtTa com potencial para o desenvolvimento de novos agentes anticancer.

Palavras-chave: Trichoderma asperelloides; anticancer; citotoxicidade; sinergismo.



ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease that represents one of the main causes of global morbidity
and mortality. Lack of response, development of resistance, occurrence of relapses, and
adverse effects are frequent problems in the treatment that need to be overcome. The
discovery of new antitumor substances for therapeutic alternatives is essential to improve
efficacy and specificity, overcome resistance, and allow a more personalized approach.
Plants and microorganisms are natural sources of active substances with pharmacological
properties. This work aims to evaluate the cytotoxic effect of the crude ethanolic extract of
the fungus 7. asperelloides (ExtTa) on tumor cell lines and its interaction with chemotherapy
drugs. It was observed, by MTT cytotoxicity assay, that ExtTa significantly reduced cell
viability in human glioblastoma (T98G), breast cancer (MDA-MB-231), and lung cancer
(A549) cell lines, and colorectal carcinoma (HCT116 and WiDr), osteosarcoma (Saos-2),
melanoma (LB373) and fibrosarcoma (HT1080). Cytotoxicity was also observed for the 4T1
and Sal/N murine lines of breast adenocarcinoma and fibrosarcoma, respectively. The
selectivity index (SI) of the ExtTa is greater to tumor cells is greater than to non-cancer
human fibroblast (GM637) and kidney (HEK-293T) cells, and to murine NIH/373 and 1.929
fibroblasts, the 50% cell inhibitory concentration (IC50) for cells tumor cells was lower than
those observed for non-cancer cells. The greatest cytotoxicity and selectivity of ExtTa was
found against T98G and HCT116 colorectal glioblastoma cell lines. ExtTa is approximately
four times more cytotoxic to these tumor cells than to non-cancer cell lines. Furthermore,
when comparing the selectivity index (SI) of doxorubicin (DOX) with that of ExtTa, it was
observed that ExtTa was more selective than DOX for all tested cancer lines. The
combination of ExtTa treatment with DOX and the 5-Fluorouracil (5-FU) chemotherapy was
evaluated. The results showed a potential use for the ExtTa as an adjuvant for these drugs,
acting synergistically and allowing dose reduction in osteosarcoma lines Saos-2 and
colorectal carcinoma HCT116. The treatment with the ExtTa upmodulated BCL-2 and
MAPK1gene expression and promoted cell cycle arrest in the GO-G1 phase. Taken together,
our data reveal the existence of bioactive compounds with cytotoxic effects in ExtTa with

potential for developing novel anticancer agents.

Keywords: Trichoderma asperelloides; anticancer; cytotoxicity; synergism.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (WHO) apontam o cancer como uma das
principais causas de mortalidade em todo o mundo. Globalmente, quase uma a cada seis mortes
¢ causada por cancer. As estimativas apontam para um aumento de cerca de 70% do nimero de
casos de cancer nas proximas duas décadas (Bray et al., 2018; Sung et al., 2021) o que faz com
que esta doenga seja um problema de satide publica mundial. Em 2020, cerca de 9,9 milhdes de
mortes por cancer foram relatadas no banco de dados Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN).

O cancer pode acometer qualquer individuo, independente da classe social, econdmica,
religido, raga e regido geografica. O impacto econémico desta doenca ¢ muito significativo
tanto em paises ricos quanto em paises de média e baixa renda. Embora a incidéncia de todos
os tipos de cancer somados seja quase duas vezes maior em paises desenvolvidos em
comparagdo aos menos desenvolvidos (Figura 1), a taxa de mortalidade em decorréncia da
doenca nos paises ricos ¢ apenas de 8% a 15% maior, evidenciando as distor¢des relacionadas
a disponibilidade de servigos de satide destinados ao diagnostico e tratamento deste tipo de

doenga entre os paises (Sung et al., 2021).
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Figura 1 - Classificacido do ciancer como causa de morte prematura em 2019 por pais
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Os numeros de paises representados em cada grupo de classificacdo sdo mostrados na legenda. Fonte:
Organizag¢do Mundial da Saude (Adaptado de Sung et al., 2021).

No mundo, os canceres mais incidentes sdo de mama (11,7%), pulmao (11,4%), c6lon
e reto (10%) e prostata (7,3%) (Sung et al., 2021). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional
de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), as taxas de incidéncia ajustadas por idade, a
exce¢do do cancer de pele ndo melanoma, tanto em homens (222/100 mil) quanto para mulheres
(1860/100 mil) sao consideradas intermediarias e compativeis com as apresentadas para paises
em desenvolvimento. Estima-se, para o triénio de 2023 a 2025, que os tipos de cancer mais
frequentes em mulheres serdo: canceres de pele ndo melanoma (32,7%), mama (20,3%%),
colon e reto (6,5%%) e colo do utero (4,7%). Em homens serdo: canceres de pele nio melanoma
(29,9%), prostata (21,0%), colon e reto (6,4%) e pulmao (5,3%) (Estimativa — Instituto Nacional

de Cédncer - INCA, n.d.).

A incidéncia e mortalidade por cancer estd aumentando no mundo, devido a elevacao
da taxa do envelhecimento populacional e ao estilo de vida atual, especialmente aos associados
ao desenvolvimento socioecondmico. Cerca de um terco das mortes por cancer sao em virtude
do aumento da prevaléncia dos fatores de risco associados a ma alimentacdo, consumo de
alimentos processados contendo aditivos e conservantes, uso de tabaco, o aumento crescente
do numero de pessoas com alto indice de massa corporal, consumo de alcool, e sedentarismo

(Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019; Sung et al., 2021).
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O cancer resulta da transformagao celular causada pela interagdo de fatores genéticos e
agentes externos, denominados carcinogénicos. Exemplos incluem carcindgenos fisicos como
radiacdo ultravioleta e ionizante; carcindogenos quimicos, como amianto, componentes da
fumaga do tabaco, alcool, aflatoxina e arsénico; e carcinogenos bioldgicos, como infecgdes por
certos virus, como, HPV e virus da hepatite, que sdo responsaveis por cerca de 30% dos casos

de cancer em paises de baixa e média renda (de Martel et al., 2020; Sung et al., 2021) .

Atualmente, ¢ possivel prevenir 30 a 50% dos casos de cancer ao evitar a exposicao a
fatores de risco e adotar estratégias baseadas em evidéncias comprovadas. Além disso, a
morbimortalidade relacionada a doenca pode ser reduzida através da detec¢do precoce e
tratamento e cuidados adequados aos pacientes. O diagndstico precoce e o tratamento
apropriado também podem aumentar significativamente as chances e cura para muitos tipos de

cancer (de Martel et al., 2020).

O cancer ¢ um termo genérico para um grande grupo de doengas distintas que possuem
diferentes caracteristicas genéticas, celulares e teciduais, e que pode afetar qualquer 6rgao do
corpo (Hanahan, 2022). Uma caracteristica definidora do cancer ¢ a rapida proliferagdo de
células que perdem o controle normal do ciclo celular e que podem invadir além dos limites
normais do tecido e metastatizar para outros 6rgaos. Metéastases generalizadas sdo a principal
causa de morte por cancer (Cragg & Pezzuto, 2016; Stratton et al., 2009). Entretanto, o cancer
¢ uma doenca multifatorial e os tumores ndo sdo apenas massas de c€lulas em proliferagao
desordenada, mas um complexo tecidual formado por diversos tipos celulares, que interagem
entre si (Hanahan & Weinberg, 2011). Sendo assim, racionalizar as complexidades da biologia
dos tumores envolve nado so6 a identificacao das caracteristicas comuns observados nas células
neoplésicas, mas também a compreensdo das contribui¢cdes provenientes do microambiente

associado ao tumor.

A carcinogénese € um processo lento, que se desenvolve através de multiplas etapas que
podem estender-se ao longo de varias décadas. Inicialmente, mediante um acumulo de
mutacoes, c€lulas saudaveis vao progressivamente adquirindo um conjunto de marcas
especificas e caracteristicas que podem transforma-las em células altamente malignas. Essas
marcas sdo descritas por Hanahan (2022) como parametros conceituais amplos, definidores da
biologia, genética e patogénese do cancer e envolvem todo o espectro de canceres humanos. As
oito caracteristicas descritas compreendem as capacidades adquiridas para sustentar a

sinalizacdo proliferativa; evitar supressores de crescimento; resistir a morte celular; permitir a
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imortalidade replicativa; induzir/acessar a vasculatura; ativar a invasdo e metastase;
reprogramar o metabolismo celular e evitar a destruicdo imunolédgica (Hanahan, 2022). O
entendimento das bases moleculares do cancer ¢ essencial para o desenvolvimento de
metodologias antineoplasicas especificas que atendam a condi¢do de cada tipo de doenca

(Corona et al., 2017; Lheureux et al., 2017).
1.2 Abordagens terapéuticas no cancer

Devido a heterogeneidade intrinseca do cancer, ha diferentes perfis de resposta as
terapias, o que exige abordagens terapéuticas variadas com o objetivo de personalizar o
tratamento para as necessidades especificas de cada paciente e tipo de cancer, maximizando

assim as chances de sucesso terapéutico (Dagogo-Jack & Shaw, 2018; Hanahan, 2022).

Dentre as abordagens terapéuticas empregadas no tratamento das neoplasias estdo a
cirurgia, terapias-alvo (que usam moléculas para inibir vias de sinaliza¢do desreguladas no
cancer), radioterapia, quimioterapia, o transplante de medula 6ssea e a imunoterapia (que visa
fortalecer a resposta imune inata do paciente contra os tumores utilizando varios tipos de
ferramentas, inclusive vacinas virais). Apesar dos recentes avangos terapéuticos e das inimeras
abordagens disponiveis na clinica hoje, sdo frequentemente observados falta de resposta aos
tratamentos, desenvolvimento de resisténcia, recidivas e efeitos adversos (Dagogo-Jack &

Shaw, 2018; Siegel et al., 2021)

A quimioterapia consiste na administracdo de medicamentos e substancias quimicas
1soladamente ou em combinagao que exercem sua acao de forma sistémica. Na impossibilidade
de cura, busca-se a utilizagdo de tratamentos para controlar a doenga, diminuindo o tamanho do
tumor, e/ou a taxa de crescimento e a angiogénese. A quimioterapia pode ter objetivo também
de paliagdo, neste caso visando aliviar a dor, diminuir os sintomas e as condi¢des médicas
decorrentes da doenga, prorrogando a expectativa e/ou preservando a qualidade de vida do
paciente. Nestes casos, ¢ realizada principalmente quando o cancer estd em estagios avangados

e ndo pode ser erradicado (Mollaei et al., 2021).

Embora a quimioterapia seja um tratamento amplamente utilizado na clinica e tenha
trazido maior expectativa e qualidade de vida, frequentemente sdo observados efeitos adversos
indesejados associados ao tratamento. Os farmacos utilizados em geral sdo pouco seletivos,
pela semelhanca entre as células tumorais e normais, causando, portanto, toxicidade para

ambas, o que ocasiona, por exemplo, alteragdes hematoldgicas nos pacientes, € mais
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tardiamente, efeitos toxicos renais, hepaticos, cardiacos, no sistema nervoso entre outros. Dessa
forma, a otimizagdo desses farmacos e a descoberta de novos, ¢ essencial para melhorar a

eficacia e a seletividade (Dagogo-Jack & Shaw, 2018; Meredith & Dass, 2016).

Além disso, a resisténcia das células tumorais aos agentes antineoplasicos ¢ a
recorréncia tumoral sdo as principais causas de insucesso no tratamento, observadas em casos
de cancer metastatico (Siegel et al., 2021). A resisténcia aos farmacos e a ocorréncia de
recidivas podem estar relacionadas a diversos mecanismos, como ao transporte ativo do
medicamento através da membrana plasmatica, alteragdo nas enzimas-alvo, modificagdes no
metabolismo dos agentes quimioterapicos, aumento na capacidade de reparo do DNA e
resisténcia das células a apoptose. Estas caracteristicas indesejaveis motivam pesquisas
continuas em busca de novos compostos para terapias mais eficazes, que evitem recidivas, €
que apresentem baixa ou nenhuma toxicidade para os pacientes oncologicos (Jamalzadeh et al.,

2017).

Os agentes quimioterapicos sdo agrupados conforme seus mecanismos de agdo,
incluindo agentes alquilantes, antimetabdlitos, antraciclinas, inibidores da topoisomerase I e II,
inibidores mitoticos e corticosteroides. Os agentes alquilantes causam danos ao DNA e
interferem na divisdo celular em varias fases do ciclo. Em contraste, os antimetabolitos
analogos de estruturas dos acidos nucleicos, sdo reconhecidos como bloqueadores da sintese
dessas moléculas. As antraciclinas dificultam a atividade de enzimas relacionadas a duplicagao
do DNA, mas seu uso ¢ limitado devido ao risco de insuficiéncia cardiaca permanente, levando
ao desenvolvimento de nao-antraciclinas para mitigar esses efeitos colaterais. Os inibidores da
topoisomerase I e II impedem a atividade dessas enzimas, sendo que os inibidores da
topoisomerase Il aumentam os riscos de canceres secundarios, como a leucemia mieloide
aguda. Inibidores mit6ticos, derivados de plantas, interferem em diversas fases do ciclo celular,
resultando no bloqueio da proliferacdo celular, embora possam causar danos acidentais ao
sistema nervoso. Por fim, corticosteroides sdo prescritos para atenuar efeitos colaterais dos

quimioterapicos, como nauseas, vomitos e reagoes alérgicas (Mollaei et al., 2021).

A DOX ¢ uma antraciclina de amplo espectro comumente utilizada ha muitos anos no
tratamento de varios tipos de canceres, como carcinomas, sarcomas € canceres hematologicos.
E prescrita principalmente para cancer de mama, bexiga, estdmago, pulmao, ovarios, tireoide e

sarcoma de tecidos moles (Mollaei et al., 2021; Rivankar, 2014).
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A atividade da DOX ¢ complexa e ndo estd completamente elucidada. Dentre os
mecanismos de agao da DOX estdo: intercalagdo ao DNA resultando na inibi¢ao da biossintese
de intimeras macromoléculas; inibi¢do do complexo topoisomerase II, interferindo na
replicacdo do DNA; produgdo de radicais livres, que induzem danos ao DNA e a membrana
celular, o que leva a parada do ciclo celular nas fases G1 e G2; indugdo de autofagia em resposta
a danos no DNA; ativagdo da proteina quinase ativada por AMP (AMPK); aumento na
quantidade de Bax, um fator pro-apoptoético, e diminuig¢do na concentragao de Bcl-2, um agente

antiapoptotico (Martin et al., 2021; Meredith & Dass, 2016; Rivankar, 2014).

Apesar de ser altamente eficaz, a aplicacao clinica da DOX ¢ restrita. Por nao ser seletiva
para as células cancerigenas causa toxicidade significativa que pode ocorrer durante como
também anos apds o tratamento. A lesdo de tecidos nao-alvo muitas vezes complica o
tratamento do tumor, limitando as dosagens terapéuticas da DOX e diminuindo a qualidade de

vida dos pacientes (Meredith & Dass, 2016; Tian et al., 2020).

A literatura mostra que o coragdo ¢ o alvo principal da toxicidade da DOX mas, além
da cardiotoxicidade, este farmaco apresenta toxicidade sistémica aguda ou cronica associada,
que afeta também o cérebro, os rins e o figado (Carvalho et al., 2009; Rivankar, 2014). H4d uma
busca constante de estratégias potenciais para atenuar a toxicidade induzida pela DOX e para
aumentar sua atividade antitumoral. Estudos mostram um papel determinante da concentragao
da DOX usada no tratamento no desdobramento de eventos bioldgicos celulares que levam a
estase ou morte celular, e que mudangas e combinagdes no esquema terapéutico melhoraram

sua eficacia (Carvalho et al., 2009; Martin et al., 2021; Meredith & Dass, 2016).
1.2.1 Combinacio de abordagens terapéuticas

Muitas vezes uma abordagem terapéutica isolada no tratamento do cancer apresenta
resultados insatisfatorios, principalmente devido a heterogeneidade intrinseca das células que
formam os tumores. Mesmo quando hd uma resposta inicial ao tratamento, as células
cancerigenas podem facilmente desenvolver resisténcia ao tratamento pela ativacdo emergente
de vias compensatorias ou de desvio e o paciente pode apresentar recidivas. Portanto, o uso de
terapias em combinagdo tem ganhado destaque por sua maior efetividade (Dagogo-Jack &

Shaw, 2018; Mollaei et al., 2021; Zagidullin et al., 2019).

A descoberta de novos medicamentos, juntamente com a identificagdo de possiveis

interacdes sinérgicas entre farmacos, representa um dos enforques para fornecer tratamento
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personalizado do cancer, sendo um dos maiores desafios enfrentados pelo sistema de saude

(Lawrence et al., 2014; Zagidullin et al., 2019).

No uso da modalidade de terapia combinada, a quimio, imuno ¢ a radioterapia podem
ser usadas tanto como neoadjuvantes, com o objetivo de diminuir o tamanho do tumor antes da
cirurgia ou como adjuvantes apos a cirurgia ou a radioterapia, com o intuito de destruir as
possiveis células tumorais remanescentes e ajudar a controlar o risco de recorréncia. (De

Almeida et al., 2005; Urruticoechea et al., 2010).

A aplicagdo de quimioterdpicos combinados parece aumentar as respostas a
quimioterapia, até em canceres multirresistentes, principalmente, utilizando farmacos que
tenham como alvo vias moleculares distintas, atingindo, assim, varias cascatas de sinalizacao
intracelulares e diferentes fases do ciclo celular. A acdo sinérgica desses medicamentos nao s6
melhora a eficiéncia da supressdo tumoral, mas também permite a redu¢do das doses dos
medicamentos quimioterapicos, o que ajuda ndo so6 a reduzir o desenvolvimento de resisténcia
(Dagogo-Jack & Shaw, 2018) como também controlar os efeitos adversos. Entretanto, esses
tratamentos podem ser limitados pelos impactos antagdnicos, variagdes na farmacocinética e
farmacodinamica. Portanto, além da prescri¢do correta da dosagem e cronograma da
administragao otimizado, sdo necessarias medidas especificas para selecionar quimioterapias
personalizadas de acordo o estagio do cancer e as caracteristicas de cada paciente, para alcancar
a melhor resposta possivel e efeitos adversos minimos. A pesquisa continua e o
desenvolvimento de farmacos complementares eficazes sdo essenciais para avancar na
personalizacdo e oferecer melhores opgdes terap€uticas aos pacientes (Mollaei et al., 2021;

Zagidullin et al., 2019).

A descoberta de combinagdes de drogas sinérgicas € mais eficazes ¢ um processo
trabalhoso e muitas vezes fortuito. Nos ultimos anos, a identifica¢do de terapias combinadas foi
acelerada devido aos avangos na triagem de drogas de alto rendimento, que tem sido aplicada
com sucesso, mas ainda sao necessarias mais investigagoes empregando outras abordagens tais
como ferramentas informaticas para gerenciamento e analise de dados em nivel de sistemas

(Zagidullin et al., 2019).

Embora associagdes de quimioterapias tenham exibido resultados decepcionantes em
alguns casos, devido aos diversos obstaculos, respostas promissoras nas combinagdes para
tratamento dos canceres langcaram luz sobre o desenvolvimento de novos procedimentos para

varios tipos de cancer (de Martel et al., 2020; Mollaei et al., 2021).
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1.3 Tratamentos derivados de fontes naturais

Desde o surgimento dos primeiros medicamentos € compostos empregados no
tratamento de doengas, reconhece-se a importancia dos produtos naturais para o progresso da
medicina. Ao longo da histdria, esses produtos tém desempenhado um papel crucial no combate
a doengas humanas, sendo que varios deles, incluindo os antibidticos, foram descobertos de
fontes naturais. A descoberta da penicilina, por exemplo, proveniente do fungo Penicillium
notatum, teve um impacto transformador global (Sithranga Boopathy & Kathiresan, 2010).
Dada a diversidade quimica desses produtos, que ¢ intrinsecamente ligada a diversidade
biologica e geografica, o mundo inteiro pode ser explorado em busca de compostos bioativos
através da bioprospec¢do (Demain & Vaishnav, 2011). Nas ultimas décadas, foram feitos
enormes esforgos para isolar de microrganismos, plantas e outros organismos vivos novos
produtos naturais com propriedades farmacoldgicas. Esses esfor¢os levaram a descoberta de
um painel de medicamentos anticancer, sendo que destes, 60% sdo provenientes de fontes
naturais e seus derivados (Demain & Vaishnav, 2011; Huang et al., 2021; Newman & Cragg,

2020).

Os farmacos obtidos de fontes naturais inspiram cientistas com a sua rica diversidade
estrutural e complexidade. A maioria dos produtos naturais biologicamente ativos consiste em
metabolitos secundarios com estruturas complexas, como por exemplo, estereoisdmeros, anéis
concatenados e grupos funcionais reativos. Em alguns casos, o proprio produto natural ¢
utilizado, enquanto em outros, os derivados feitos quimicamente ou biologicamente sdo as
moléculas mais empregadas tais como vincristina, taxol e camptotecina. Os compostos com
atividade antitumoral pertencem a vérias classes estruturais, como antraciclinas, enediinas,
macrolideos policetideos, glicopeptideos, entre outros. (Cragg & Pezzuto, 2016; Demain &

Vaishnav, 2011).

Os fungos sao uma fonte natural bem conhecida e valiosa de compostos bioativos de
relevancia terapéutica (Cragg & Pezzuto, 2016). A medicina chinesa e japonesa utiliza extratos
fngicos, compostos isolados de fungos, assim como o fungo inteiro em tratamentos
antitumorais como auxiliares na cirurgia, radioterapia ou quimioterapia (Min et al., 2009;
Wasser, 2014). Tanto polissacarideos constituintes da parede celular quanto glicoproteinas
isoladas de fungos ja foram identificadas como apresentando atividade antineoplésica
(Vetvicka & Vetvickova, 2018). Algumas destas moléculas exercem seus efeitos antitumorais

ao modularem o sistema imune, estimulando macréfagos, células T e Células Natural-Killers
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(Wasser, 2014), um exemplo sdo os beta-glucanas. Alguns metabdlitos secundarios, como a
Cordicepina isolado de varias espécies do género de ascomiceto Cordyceps, mostraram efeito

pro-apoptotico em linhagens celulares derivadas de tumores (Park et al., 2009; Wu et al., 2007)

O avango tecnologico dos ultimos anos aumentou nossa compressao da biossintese de
produtos naturais. Juntamente com melhorias nas abordagens para isolamento, caracterizagdo e
sintese de produtos naturais, abriu uma nova era na investigacdo na academia e na industria,
viabilizando a identificacao mais eficiente de compostos de interesse no tratamento de doencas,
o que expandiu o nimero de pesquisas e identificacdo de extratos fingicos ou compostos com
potencial atividade anticancerigena, inclusive de espécies do género Trichoderma (Deng et al.,

2013; Gao et al., 2021; Wasser, 2014; Zhang et al., 2021a).
1.4 O género Trichoderma

As espécies do género Trichoderma sao fungos filamentosos, de esporos verdes que se
destacam devido a sua alta adaptabilidade a diversas condi¢des ecologicas. E amplamente
distribuido pelo globo terrestre, com predominéncia nas regides tropicais. Sao fungos de vida
livre comuns em diversos habitats, desde solo, atmosfera, madeira em composicao, associado
a raizes de plantas, ambientes marinhos (algas, sedimentos, esponjas, corais moles) e outros
corpos frutiferos de fungos. As espécies desse género sdo conhecidas como colonizadores de
sucesso de seus habitats, e tem uma variedade de interagdes com diferentes organismos. Uma
vez estabelecidos, eles langam sua potente maquinaria degradativa para a decomposi¢do do
substrato. Varios aspectos de espécies desse género foram estudados detalhadamente, como
filogenia, mecanismos de defesa, e producao e secrecdo de enzimas (Schmoll & Schuster, 2010).

O género Trichoderma possui mais de 440 espécies, e tem uma longa historia de uso
nos ambientes agricolas como biorreator industrial, biofertilizante e agente de biocontrole. As
espécies de Trichoderma spp., incluindo Trichoderma virens, Trichoderma atroviride e
Trichoderma harzianum, podem ter influéncia substancial na promog¢ao do crescimento das
plantas e na fotossintese, na biorremediacdo de solos poluidos exercendo efeitos benéficos em
plantas cultivadas além de aumentar a defesa das plantas contra patdgenos invasores por
produzirem metabolitos secundarios com atividade antagonica contra um niimero consideravel
de bactérias, leveduras e fungos (Guo et al., 2023; Schmoll & Schuster, 2010). No Brasil o
fungo Trichoderma spp. € usado no controle da Moniliophthora perniciosa, fitopatogeno

causador da vassoura-de-bruxa que infecta o cacau (Loguercio et al., 2009) tendo sido utilizados
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em formulagdes comerciais empregadas no controle bioldgico, como biofungicida, reduzindo

assim o uso de fungicidas quimicos (Woo et al., 2014).

Além das aplicagdes como controle biologico de patdgenos em plantagdes, fungos do
género Trichoderma t€m atraido a atencao de pesquisadores devido a sua capacidade de
producdo de metabdlitos com caracteristicas estruturais quimicas e atividades biologicas com
potencial para aplicagdes farmacologicas: atividade microbicida, imunomodulatoria e
antitumoral (Abd ElI-Rahman et al., 2014; Lopes et al., 2020; Pokrovsky et al., 2013; Zhang et
al., 2021b). A enzima L-lisina-alfa-oxidase ¢ um dos compostos mais conhecidos isolados desse
género e seu uso na clinica como antitumoral tem sido avaliado (Lukasheva et al., 2021;
Pokrovsky et al., 2013). Também ¢é descrito na literatura a atividade antineoplésica de
tricotecenos produzidos pelas espécies T. viride e T. harzianum sobre linhagens tumorais (Gao

et al., 2021; Lukasheva et al., 2021).

As substancias bioativas derivadas de Trichoderma sdo conhecidas desde a década de
1930, com a descoberta da atividade antifugica da gliotoxina. Entretanto, a compreensao dos
principios ativos e mecanismos relacionados, ainda ¢ limitada. Estima-se mais de 1.000
compostos conhecidos produzidos por fungos do género Trichoderma (Guo et al., 2023;

Zeilinger et al., 2016).

Nos ultimos anos, foram identificados numerosos metabolitos secundarios, derivados
de Trichoderma incluindo pequenos peptideos ativos (peptaibols), policetideos, terpenos,
alcaloides e esteroides. A producdo dessas substincias ¢ dependente da espécie e até mesmo da
cepa e nem todo o metabolito serd biossintetizado por um determinado fungo em condic¢des de
laboratorio, pois podem ser necessarios estimulos desencadeantes especificos (Khan et al.,
2020).

1.4.1  Trichoderma asperelloides

Trichoderma asperelloides ¢ um fungo que ainda ndo foi tdo amplamente estudado
como outros membros deste género, apesar de sua importancia econdmica na agricultura como
biofungicida e por promover o desenvolvimento de plantas em varios tipos de cultivares
(Chaparro et al., 2011; Watanabe et al., 2006). Como identificado por Samuels e colaboradores
(2010), T. asperelloides ¢ uma espécie criptica de T. asperellum (Samuels et al., 2010). As duas
espécies sao filogeneticamente irmas, com a mesma morfologia, mas padrdoes moleculares e

fisiologicos distintos. Essa espécie também ja foi identificada anteriormente como 7.
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harzianum. Sua diferenciagdo das demais espécies do género s6 foi possivel aliando-se técnicas

moleculares as técnicas classicas de micologia (Gortikov et al., 2022; Samuels et al., 2017)

T. asperelloides, como outras espécies do género, ¢ um fungo filamentoso, ou seja,
constituido por elementos multicelulares em forma de tubos denominados hifas, cujo conjunto
forma o micélio. Apresenta hifas septadas, uma caracteristica comum as espécies do Filo
Ascomycota, ao qual o género Trichoderma pertence. A partir das hifas sdo formados os
conidioforos e clamiddsporos, estruturas envolvidas na reproducdo assexuada e resisténcia a
condicdes adversas, respectivamente. Os conidiéforos formam esporos assexuais denominados
conidios. Uma caracteristica presente em muitas espécies do género Trichoderma ¢é a criagao
de aglomerados densos compostos por hifas, conidiéforos e conidios, dando origem a estruturas
que se assemelham a tufos chamados de pustulas. Estas pUstulas exibem uma variada gama de

cores, indo do verde-escuro ao amarelo (Figura 2).

Figura 2 - Representacio de estruturas morfoldgicas de espécies de Trichoderma

A: Hifa e conidi6foro; B: Micélio; C: Pustulas; D e E: Aspecto morfologico da cultura do fungo T.
asperelloides em meio BDA, incubado em estufa seca a 28 °C apo6s 5 dias (D) e 10 dias (E). Conidios
(esporos) esverdeados e hifas apresentam cor branca (A-C) Fonte: Adaptado de Lucas Sales et al., 2020
( Diversidade Taxondmica e Identificagdo de Trichoderma, n.d.).(D-E) Fonte: Arquivo do LINC.
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O unico estudo disponivel na literatura que reporta propriedades farmacoldgicas de T.
asperelloides foi conduzido pela Dra Jane Lima dos Santos, da Universidade Estadual de Santa
Cruz (Ilhéus) e uma das colaboradoras deste projeto. O estudo descreve propriedade
leishmanicida contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis ao extrato etanolico
de T. asperelloides. Fragdes de baixo peso molecular promoveram alteracdes morfologicas na
mitocondria, bolsa flagelar e aumento de estruturas semelhantes a corpos lipidicos e

acidocalcissomos nos parasitas (Lopes et al., 2020).

Sao relevantes e inéditos estudos que visem o aprofundamento de conhecimentos sobre
as propriedades farmacoldgicas de compostos antitumorais oriundos deste fungo. Resultados
preliminares do nosso grupo mostraram que o extrato etandlico de 7. asperelloides (ExtTa)
apresentou citotoxicidade para as células derivadas de adenocarcinoma mamario humano
(MDA-MB-231 ¢ MCF7) e murino (4T1) (Kunzmann, 2017 - dissertagao). Os resultados deste
estudo sinalizaram, portanto, de forma inédita, para a existéncia de compostos com potencial
acdo antitumoral no extrato etanolico de 7. asperelloides e reforgaram a necessidade do
aprofundamento dos estudos buscando identificar e isolar esses compostos com potencial

farmacoloégico.

Neste estudo, investigamos o potencial antiproliferativo do ExtTa em diversas linhagens
celulares provenientes de cancer. Notavelmente, em nosso estudo, comparamos o efeito
biologico do ExtTa com a citotoxicidade da doxorrubicina (DOX), um quimioterapico
comumente utilizado na clinica para tratar uma ampla gama de canceres. Analisamos também
o efeito da combinagdo do ExtTa com os medicamentos DOX e 5-Fluorouracil (5-FU), outro
quimioterapico comumente utilizado no tratamento de canceres do aparelho digestivo,
principalmente cancer colorretal. Além disso, iniciamos a caracterizagdo da composi¢do do
ExtTa, bem como os possiveis mecanismos de acao da atividade bioldgica observada. Até onde
sabemos, esta pesquisa ¢ a exploragdo pioneira das propriedades anticancer do 7. asperelloides,

langando luz sobre seu potencial terapéutico inexplorado neste cenario.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Devido a importancia socioecondmica do cancer, uma doenga que vem apresentando
uma crescente incidéncia e mortalidade em todo o mundo, hé a necessidade de disponibilizacao
de novas terapias mais especificas e eficientes contra a heterogeneidade tumoral, que
minimizem os efeitos adversos e tenham custo acessivel. Considerando-se os estudos que
mostram a presenca de atividade microbicida, antiviral, imunomodulatoria e antitumoral no
extrato de fungos do género Trichoderma (T. viride T. harzianum e T. asperellum), bem como
os resultados preliminares obtidos pelo nosso grupo que indicam agdo citotoxica do extrato
etandlico bruto de 7. asperelloides sobre células de tumor de mama humano, justifica-se
estudos visando avaliar o potencial do extrato etanolico do fungo 7. asperelloides como fonte

de compostos bioativos para uso clinico.

A hipoétese deste projeto de pesquisa € a de que o extrato do fungo T. asperelloides ¢é

uma fonte em potencial de compostos bioativos com atividade antitumoral.

3 OBJETIVO

Avaliar o efeito citotoxico do extrato bruto do fungo Trichoderma asperelloides sobre
células derivadas de diferentes tipos de tumores, analisar seu efeito em combinagdo com
quimioterapicos, bem como caracterizar componentes presentes no extrato, e investigar os

mecanismos relacionados a citotoxicidade.
3.1 Objetivos Especificos

- Testar a susceptibilidade de linhagens celulares derivadas de tumores humanos e murinos aos
efeitos citotoxicos do extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides em comparagdo a

do quimioterapico doxorrubicina;

- Calcular o indice de seletividade do extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides e
da doxorrubicina pela comparagdo da concentracdo inibitéria de 50% das células (ICso) obtido

nas células tumorais com o obtido para as células nao tumorais;

- Avaliar o efeito citotoxico da combinac¢do do extrato do fungo 7. asperelloides com os

quimioterapicos doxorrubicina e 5-fluorouracil em diferentes concentracdes;
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- Analisar os efeitos do extrato etanolico do fungo Trichoderma asperelloides, sobre a
expressdo de genes envolvidos na apoptose, ciclo celular, angiogénese, proliferacao,

crescimento e sobrevivéncia celular;

- Avaliar os efeitos do extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides, sobre o ciclo

celular;

- Fracionar o extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides por cromatografia liquida

rapida de proteina (FPLC);

- Investigar a composi¢do quimica do extrato etanolico do fungo Trichoderma asperelloides e

das fragdes por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR);

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Cultura de Trichoderma asperelloides e a preparagao do extrato etandlico

As amostras do isolado de Trichoderma asperelloides, cepa LIBASP02 (Lopes et al.,
2020), usadas neste trabalho estavam armazenadas no LINC em microtubos de 1,5 mL contendo
solucao de 50% de PBS e 50% de glicerol estéril e estocados a 4 °C. A utilizagdo deste fungo
nessa pesquisa cientifica foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) cadastrado com o nimero ASAF99F
(ANEXO 1).

A obtengdo do extrato foi realizada de acordo com Fukuzawa e colaboradores
(Fukuzawa et al., 2008). Brevemente, 150 pl da suspensdo contendo o fungo foram coletadas
dos tubos de estoque do fungo em solugdo de 50% PBS + 50% glicerol e gotejadas no centro
de placas de Petri de 24x24 cm, contendo 200 mL de meio Agar Batata Dextrose - BDA
(HiMedia). O fungo foi semeado por toda a placa pela técnica de esgotamento utilizando alga
de Drigalski esterilizada. As placas foram, entdo, incubadas a 28 °C por 7 dias. Foram
preparadas 16 placas de crescimento do fungo. Apos o tempo de incubagao, os esporos e micélio
do fungo foram raspados com o auxilio de “Cell scraper” esterilizado e coletados em EtOH
95% (Merck), (25 mL/placa). A suspensdo etandlica contendo o fungo foi homogeneizada,
submetida a agitagdo em Vortex por Imin e, posteriormente, em agitador orbital (Gerhardt) a

100 rpm por 24 horas. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 10.000 X g por 20 minutos
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(centrifuga BR4i- Jouan). O sobrenadante foi transferido para um béquer e, posteriormente,
aliquotas de 30 mL foram colocadas em tubos tipo Falcon de 50 mL previamente pesados. As
aliquotas foram submetidas a liofilizagdo. Apos a liofilizagdo, os tubos foram pesados
novamente ¢ a massa do extrato foi estimada. Finalmente, as amostras de extrato bruto (ExtTa)
foram solubilizadas em DMSO 100% (Sigma) e mantidas a -20 °C at¢ o momento do uso.
Foram separadas 2 aliquotas da suspensdo etandlica para fracionamento por cromatografia
liquida rapida de proteina (FPLC). Todo o processo de manipulacdo do fungo foi feito em
cabine de segurancga bioldgica Classe II tipo A (Veco).

Para confirmagdo da auséncia de fungos e/ou bactérias vidveis no extrato, 20 pl de
solugdo contendo 10 pl do extrato diluido em 10 ul PBS foi espalhado em meio BDA (HiMedia)
por toda placa de Petri com alca Drigalski. Também foram inoculados 20 pl da solugdo de 10
pl de extrato e 10 pl de PBS em 10 mL de caldo tioglicolato. A solugdo de interesse foi
despejada vagarosamente com o auxilio de pipeta descartavel estéril, de modo que a solugao
ficasse distribuida igualmente por toda extensao do tubo de ensaio contendo o caldo. As placas
envolvidas em plastico filme e viradas para baixo em temperatura ambiente bem como o tubo
de ensaio com o caldo tioglicolato foram incubados em estufa seca a 37 °C, por 7 dias. O mesmo
protocolo foi seguido na avaliagdo da viabilidade microbiologica no fdrmaco doxorrubicina

(Sigma), e nos diluentes PBS e DMSO.

4.2 Células

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens celulares humanas e murinas apresentadas
na Tabela 1. Todas as células usadas foram provenientes do banco de células do Laboratorio
de Inflamag¢do e Cancer da UFMG (LINC) onde sdo mantidas criopreservadas em nitrogénio
liquido. A cultura das células foi realizada seguindo os protocolos especificos para cada
linhagem, como apresentado na Tabela 1. Todos os meios de cultura utilizados foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 2mM de L-glutamina (Sigma) e
10 pg/mL de penicilina/estreptomicina (Sigma) e as células foram cultivadas em estufa a 37 °C
com ambiente saturado em 5% de CO,. As culturas foram periodicamente observadas por
microscopia de contraste de fase em microscopio bioldgico trinocular invertido com camera

fotografica acoplada (Quimis-MOTCI).
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4.2.1 Expansio e criopreservaciao das linhagens celulares

No procedimento de descongelamento das linhagens de celulares, o criotubo contendo
as cé€lulas foi rapidamente descongelado em banho-maria a 37 °C e as células gotejadas em 6
mL de meio especifico (Gibco), pré-aquecido a 37 °C, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Sigma), 10 U/mL de penicilina e 10 pg/mL de
estreptomicina (Sigma) em garrafas de cultura com 25 cm? de superficie de crescimento (T25)
(TPP). As garrafas foram incubadas em estufa a 37 °C com saturacdo de 5% de CO,. Apos 24
horas de incubagao, o meio de cultura foi substituido para remocao das células ndo aderidas e
dos residuos do crioprotetor DMSO (Sigma). Quando a monocamada celular atingia uma
densidade aproximada de 80 a 95%, apos descarte do meio de cultura e lavagem com tampao
fosfato de sodio (PBS), as células eram tratadas com tripsina 0,25% - EDTA 0,53 mM (Gibco)
por aproximadamente 1 minuto ou, até que, sob observacao microscopica, fosse detectada a
dissociacdo da monocamada. O procedimento era, entdo, interrompido imediatamente pela
adi¢ao do meio de cultura e a suspensao celular era coletada. Uma aliquota da suspensao celular
era utilizada para contagem e avaliacdo da viabilidade celular. A contagem das células viaveis
foi efetuada em hemocitometro de Neubauer, apds o carregamento da camara com a suspensao
celular obtida ap6s homogeneizagdo das células suavemente com pipeta até obtengdo de uma
suspensdo de células isoladas. Para a determinacdo do numero de células vidveis foi utilizado
o teste de exclusdo vital de corante, que consiste na incubagao de uma aliquota de células com
solugdo de Azul de Tripan a 0,5% (Sigma), por cinco minutos a 37 °C. Células higidas excluem

o corante e as inviaveis ficam coradas em azul.

As células eram repicadas em novas garrafas de cultura com 75 cm? (T75) ou 150 cm?
(T150) de area de crescimento numa propor¢do de 1:2 ou 1:3. Essa expansao se fez necessaria
para a obtencdo de quantidade de células suficientes para o congelamento de, no minimo, 10
criotubos contendo 2,0 milhdes de células por criotubo de cada uma das linhagens. Esta
estratégia foi adotada para que durante todo o projeto de pesquisa os ensaios pudessem ser
realizados utilizando células em passagens proximas. Atingida a quantidade necessaria de
células, elas foram criopreservadas em 50 % de meio de cultura especifico da célula e 50% de
meio de congelamento (80% de SFB e 20% de DMSO) e incubadas em freezer -80 °C por 24 a
72 horas sendo, em seguida, estocadas em nitrogénio liquido para armazenamento em longo
prazo. Apds uma semana, um dos criotubos era descongelado, conforme o protocolo citado
acima, para a certifica¢do da eficiéncia do procedimento de criopreservacdo. Nos casos em que

a viabilidade do congelamento ndo foi comprovada, nova expansao das células foi realizada.
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LINHAGEM TIPO TECIDO/ORGAO PASSAGEM MEIO DE
CELULAR DE ORIGEM CULTURA
GM637 Fibroblasto Fibroblasto humano 15-18 DMEM + a. a.
HEK-293T Embrionarias Rim humano 04 - 08 DMEM
renais
L929 Fibroblasto Adiposo murino 04 - 08 DMEM
murino
NIH/3T3 Fibroblasto Fibroblasto embrionario 14-19 DMEM
murino murino
MDA-MB-231 | Adenocarcinoma  Glandula mamaria humana 31-34 RPMI 1640
de mama
HT1080 Fibrossarcoma Tecido conjuntivo humano 05-08 DMEM
LB373 Melanoma Pele humana 35-39 IMDM
WIDR Adenocarcinoma Colon humano 7-10 DMEM + a. a.
colorretal
HCT116 Carcinoma Intestino grosso; Colon 10-15 DMEM
colorretal humano
TI8G Glioblastoma Cérebro humano 9-15 DMEM + a. a.
multiforme
SAOS-2 Osteossarcoma Osso humano 10 - 15 DMEM + a. a.
A549 Carcinoma de Célula epitelial de pulmao 93-97 DMEM
pulmao humano
SAI/N Fibrossarcoma Fibroblasto murino 6-10 IMDM
4T1 Adenocarcinoma  Glandula mamaria murina 67-71 RPMI 1640
de mama

a.a. (aminoacidos nio essenciais)
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4.2.2 Analise de contaminac¢io por micoplasma das linhagens celulares
4.2.2.1 Extracdo de DNA

O género Mycoplasma € composto por bactérias que apresentam pequeno tamanho (0,3-
0,8 um) e auséncia de parede celular. Embora sejam de dificil detec¢do, os micoplasmas sao
uma das principais fontes de contaminacdo de cultura de células, onde podem ocasionar
alteracdes na morfologia celular, na taxa de proliferagao e na estabilidade genética das células
e, dessa forma, comprometer a confiabilidade dos resultados experimentais. Portanto, ¢
imprescindivel o teste para verificagdo de contaminacao de qualquer linhagem de células por
micoplasma antes do inicio e durante qualquer trabalho com as células de mamiferos. Para nos
certificarmos de que ndo havia contaminagdo das linhagens celulares utilizadas nesse projeto,
foi empregado um protocolo de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) desenvolvido no LINC,
que amplifica o gene do 4cido ribonucleico ribossomal 16 S (rRNA) de Mycoplasma sp. O gene
constitutivo que codifica para a Hipoxantina guanina fosforibosiltransferase (HPRT1) foi usado
como controle interno da reagdo. A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo
de Peter W. Laird (Laird et al., 1991). Brevemente, a um pellet de células (2 milhdes de células)
foi acrescentado 0,5 mL de tampao de lise (100 mM Tris.HCI pH 8,5; 0,5 mM EDTA pHS,0;
0,2% SDS; 200 mM NaCl; 100 pg/mL de Proteinase K) e foi feita uma incubacao a 37 °C por
3 horas sob agitagdo em Thermomixer (Eppendorff) a 600rpm. Posteriormente, foi adicionado
0,5 mL de isopropanol e, ap6s a homogeneizacao do tubo por inversao até a formagao do novelo
de DNA, foi feita uma incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente, agitando a cada 5
minutos. Os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 10.000 RPM em centrifuga Eppendorff
(5418) para precipitacao do DNA, o sedimento foi lavado 2x com etanol 70% e centrifugado
novamente pds cada lavagem. Apos o descarte do sobrenadante, e completa evaporacao do
etanol, a0 DNA foram acrescentados 40 uL de dgua Milli-Q autoclavada, o tubo foi incubado
a 55 °C por 30-60 minutos, o DNA foi solubilizado e quantificado por espectrofotometria a 260

nm utilizando o equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Fisher ScientifCI).
4.2.2.2 PCR para detec¢io de micoplasma

O DNA extraido foi utilizado como molde em reacdes de PCR para deteccao do gene
constitutivo das células e do micoplasma. Para detec¢do do rRNA 16S do género Micoplasma
foi utilizado o par de iniciadores descritos por Young e colaboradores em 2010: GPO-3: 5'-

GGG.AGC.AAA.CAG.GAT.TTA.ATA.CCC.T-3' e MGSO: 5’-
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TGC.ACC.ATC.TGT.CAC.TCT.GTT.AAC.CTC-3’ (Young et al., 2010), que amplificam um
fragmento de 270 pares de bases (pb) comum a 40 tipos de micoplasma de diferentes espécies
(Van Kuppeveld, 1994). Como controle positivo da presenca e integridade do DNA gendmico,
bem como de que nao havia inibidores na reagcdo, foram utilizados iniciadores especificos para
amplificacao do gene constitutivo ~ HPRTI: Forward  (Fw): 5 —
CAG.ACA.CCT.GTC.ATG.CTA.ATA.A-3’ e Reverse (Rv): 5’-
AGT.TGA.GAG.ATC.ATC.TCC.ACC.A-3’, que amplificam um fragmento de 409 pb do
genoma das células murinas e 429 pb do genoma humano. Em cada reagdo de PCR foram
utilizados: Tampao de PCR 1X (Gibco); 1,5 mM de MgCI2 (Promega); 0,25 mM de mix de
dNTP (Promega); 2% de BSA (Sigma-Aldrich); 2,0 uM cada iniciador; 0,05 U/ul da enzima
Taq polimerase (Phoneutria); dgua ultrapura q.s.p. (quantidade suficiente para) 20 pL; e 1 pL
contendo 200 ng de DNA como molde. Os parametros do termociclador (Applied Biosystems)
foram: 95 °C por 5 minutos (1 ciclo); 95 °C por 30 segundos, 52 °C por 45 segundos, 72 °C por
1 minuto (35 ciclos); 72 °C por 10 minutos (1 ciclo), para amplificacdo do gene HPRT1; e 95
° C por 5 minutos (1 ciclo); 95 © C por 30 segundos, 60 ° C por 45 segundos, 72 ° C por 1
minuto (35 ciclos); 72 ° C por 10 minutos (1 ciclo), para amplificagdo do gene do micoplasma.
Os produtos da PCR foram fracionados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em TAE 1x

corado com SYBR Safe (Thermo Scientific) e visualizados sobre luz ultravioleta (UV).

Os produtos amplificados por PCR foram fracionados eletroforeticamente em gel de
agarose 1% em tampao TAE 1X e nenhuma banda correspondente a regido do rRNA 16S de
micoplasma (270 pb) a partir das linhagens utilizadas neste trabalho foi observada, apesar de
apresentaram amplificagdo do gene HRTP1 (409 pb genoma murino e 439 pb genoma humano).
Os resultados indicam que havia DNA nas amostras utilizadas como molde nas rea¢des de PCR,
que ndo havia inibidores da reacdo e que as células estavam livres da contaminagdo por

micoplasma.

4.3  Ensaio de concentracio celular para ensaio de viabilidade.

As linhagens celulares foram contadas e plaqueadas em triplicata nas concentragdes 0,5
x 104 1,0 x 10% 1,5 x 10% 2,0 x 10%; 2,5 x 10* células/pogo - em placa de 96 pogos com fundo
chato (Nunc) contendo 100 pL. de meio de cultura especifico para cada linhagem e incubadas
por 64 horas em estufa a 37 °C com ambiente saturado em 5% de CO,, a fim de monitoramento
da confluéncia das culturas apos as 16 horas necessarias para adesdo celular e 48 horas de

tratamento. Apds o tempo de incubacdo, as culturas foram fotografadas em microscopio
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bioldgico trinocular invertido com camera acoplada (AE2000-Quimis-MOTCI). A
concentragdo escolhida para realizagdo do ensaio de viabilidade celular foi aquela em que a

cultura, ao final do tempo estimado, atingiu aproximadamente 85 — 95% de confluéncia.

4.4 Otimizacao do protocolo para avaliacido de citotoxicidade

Foi consultado o banco de dados Genomics of Drug Sensitivity in Cancer, para o
estabelecimento de um ponto de partida sobre a dosagem do farmaco doxorrubicina (DOX) a
ser usada para cada linhagem celular humana. Este banco tem informagdes sobre as
caracteristicas de diversas linhagens de células de cancer humano e rastreia centenas de
compostos, fornecendo dados de resposta de farmacos e de marcadores genOmicos de

sensibilidade (https://www.cancerrxgene.org/). Artigos cientificos também foram objetos de

estudo para a consulta, no caso daquelas linhagens que ndo possuiam dados registrados no

banco acima citado.

Para maior confiabilidade dos resultados, os ensaios foram realizamos em quadruplicata
técnica e, em pelo menos, triplicata biologica. Foram considerados como validos os ensaios em

que se obteve um resultado de até 30% de variabilidade entre os ensaios realizados.

Para evitar possiveis vieses no estudo relacionados a diferentes concentragdes do
diluente DMSO, foi realizada uma metodologia para que a concentragdo de DMSO fosse a
mesma, independente do tratamento. Desta forma, todos os po¢os continham a mesma
concentracao de 0,5% de DMSO, concentragdo esta que foi verificada ndo ser toxica para as
células, ndo afetando, portanto, a viabilidade celular. Para tal, iniciou-se a diluicao seriada do
extrato e da doxorrubicina em DMSO a partir de uma concentra¢do 200 vezes maior que a
desejada para os pontos de tratamento. Posteriormente, ambos foram diluidos 20 vezes em meio
de cultura especifico para a linhagem celular, e por Gltimo foi feita uma diluigdo de 10 vezes,
diretamente nos pogos da placa de cultura de células, acrescentando 10 uL das 8 diferentes
concentragdes da diluicdo seriada na cultura de células contendo 90 puL de meio, conforme

exemplificado no esquema da Figura 4.

Para todas as linhagens, a dilui¢do inicial foi de 1:10 partindo de 800 pg/mL, e a partir
dos primeiros resultados, a concentracao inicial e a diluicao seriada foram definidas de forma
especifica para cada linhagem, a fim de se obter dados que abrangessem mais pontos sobre a
porcao linear da curva, com pontos acima e abaixo da concentrag@o inibitoria média (ICso).

Também foram testadas todas as dilui¢des do extrato em pogos sem células com todos os


https://www.cancerrxgene.org/

demais reagentes utilizados no ensaio de citotoxicidade para observar se haveria alguma reagao

cruzada entre os reagentes que pudesse gerar alguma diferenca na absorbancia.

Figura 3 - Esquema de dilui¢ido para otimiza¢ao do ensaio de citotoxicidade

Concentragéo inicial: 40 mg/mL

Diluig&o seriada em DMSO 1:2
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12 Diluigdo 1: 20: 2,5 ul de cada ponto da
diluigdo seriada + 47,5ul de meio de cultura

22 Diluigdo 1:10: 10ul de cada ponto de
tratamento + 90ul de meio de cultura

Concentragao final: 200pg/mL (primeire ponto)

Dilui¢do em meio
de cultura 1:20

Dilui¢do diretamente na placa
de tratamento 1:10, (90ul de
meio com células, adicionando
10ul de tratamento).
Concentragéo final de DMSO
de 0,5% em todos os pogos
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Exemplo de uma diluigdo seriada de 1:2 do ExtTa em DMSO com concentragio final desejada de 200
ug/mL de ExtTa para o primeiro ponto de tratamento, e 0,5% de DMSO em todos os pogos tratados.

4.5  Avaliacao do efeito citotoxico

A inibicdo do crescimento celular foi avaliada pelo ensaio de MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide]. Trata-se de método colorimétrico
sensivel e quantitativo que mensura a viabilidade celular por meio da atividade metabolica. Este
ensaio ¢ baseado na capacidade das desidrogenases mitocondriais de clivarem os anéis
tetrazolium do corante MTT resultando na formacao de cristais de formazan azuis (Stockert et

al., 2018; van Meerloo et al., 2011).

As culturas celulares foram expostas a diluicdes em série do ExtTa e da DOX ou
combinacdes dos dois tratamentos, a fim de avaliar o efeito citotoxico sobre as células. As
linhagens celulares foram plaqueadas, conforme a concentracdo definida no ensaio piloto para
cada linhagem, em quadruplicata, em 90 puL. de meio especifico contendo 10% de SBF em
placas de 96 pogos e, apds 16 horas de incubagao, 10 uLL de cada tratamento, na concentragao
indicada, foram adicionados. Apds 48 h de incubagdo, a cada poco foi adicionada uma solugao
de MTT (5 pg/pL; Sigma-Aldrich) em meio de cultura, e as culturas foram incubadas por 3

horas a 37 °C em estufa com atmosfera saturada com 5% de CO;. Em seguida, o meio foi
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removido, 100 pL do solvente (N” N’ Dimetilformamida (Sigma) + SDS 10% (Affymetrix);
1:1 v/v) foram adicionados para solubilizacdo dos cristais de formazan, e as placas foram
incubadas por 2 h sob agita¢dao. A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 595 nm
no equipamento MULTISKAN SPECTRUM (Thermo ScientifCI), sendo a intensidade da cor
azul proporcional ao niamero de células viaveis na cultura. Pogos que foram tratados com meio
de cultura e DMSO 20%, foram utilizadas como controle de sobrevivéncia € de morte,
respectivamente. Pogos contendo apenas meio sem células foram utilizados como branco. A
citotoxicidade foi avaliada pela relacdo entre a absorbancia dos grupos tratados e o grupo

controle, apods a diferenga do branco.
4.6  Curvas dose-resposta e Calculo do ICso

Para avaliar o potencial do extrato como agente antitumoral, foram considerados a

concentra¢do que inibe 50% das células (IC50) e o indice de seletividade (IS).

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT sendo os valores obtidos nos pogos
contendo as células que receberam tratamento normalizados com aqueles obtidos de pocos
contendo células nao tratadas (controle) e dos quais foi subtraido o valor do branco (pogos com

meio de cultura sem células). Para tal, a seguinte formula foi empregada:

Viabilidade (%) Média das absobancias do grupo tratado — média das absorbancias do branco % 100
labilidade (%) = Média das absorbancias do grupo controle — média das absorbancias do branco

As linhagens celulares ndo tumorais GM637, HEK-293T, NIH-3T3 e L929 foram utilizadas

para determinagdo do IS dos tratamentos. O IS ¢ determinado com a seguinte equacao (Lopez-

IC50 linhagem nao tumoral

Lazaro, 2015): IS =

IC50 linhagem tumoral

Os valores obtidos foram utilizados para determinar o ICso, calculado com base na curva
de dose-resposta sigmoidal (inclinagdo varidvel), a partir da regressdo ndo linear das curvas
obtidas versus o log da concentragdo molar dos compostos testados utilizando-se a seguinte
equagdo: Y=Bottom+[Top—Botom1+10(loglC50—X)*xnH]onde ICso € o ponto médio da curva,
ny € a inclinagdo, X ¢ o logaritmo da concentragdo composta, € ¥ ¢ a resposta (viabilidade
celular). Os parametros 7op e Bottom sdo platds nas unidades do eixo Y. O software
GraphPrism definiu a parte inferior como zero e a parte superior como 100% quando os dados

foram ajustados a uma curva de inclinacao variavel.
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4.7  Analise CompuSyn

As células MDA-MB-231, 4T1, Saos-2, HT1080, HCT116 foram tratadas com
diferentes concentragdes de ExtTa combinado com a DOX. A intera¢ao do ExtTa com 5-FU
foi avaliada sobre as linhagens de cancer colorretal WiDr e HCT116. A citotoxicidade foi
determinada pelo ensaio MTT apo6s 48 h. O software CompuSyn (CompuSyn, Inc., Paramus,
NJ, EUA) calcula um Indice de Combinagdo (CI) que atribui valores numéricos a agdo de
sinergismo, aditividade ou antagonismo entre compostos. O efeito combinatério de 8
combinagdes de doses diferentes de ExtTa, DOX ou 5-FU (dilui¢des 1: 2, em uma propor¢ao
constante) foi calculado de acordo com o método Chou-Talalay Combination Index (Chou,
2006, 2010) com base na viabilidade celular avaliada pelo ensaio MTT. Para cada tratamento
foi calculada a fragao de células inibidas (Fa) em cada dose do tratamento ou da combinagao.
Fa = 0 significa que foi encontrado um efeito ndo inibitorio; Fa = 1 significa que foi alcancado
um efeito inibitorio de 100%. O CI foi determinado automaticamente pelo software CompuSyn
com base na equacdo do efeito mediano. CI <1 indica efeito sinérgico; CI = 1 significa efeito
aditivo, e quando CI > 1 a interagdo ¢ considerada antagdnica. Além disso, o indice de reducao
de dose (DRI) foi calculado para avaliar se ¢ possivel reduzir a dosagem dos compostos para
atingir o mesmo efeito inibitério em um cendrio de combinacdo. DRI> 1 representa a

possibilidade de uma redu¢ao favoravel da dose (Chou, 2010).

4.8  Analise do perfil de expressdo génica

4.8.1 Extracao de RNA

O RNA das células foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Sigma) de acordo com
as recomendagoes do fabricante. Foi utilizado 250 uLL de TRIzol por poco da placa de 24 pogos.
A quantifica¢do do RNA total, bem como sua pureza, foi verificada por espectrofotometria no
comprimento de onda de 260 nm usando o NanoDrop® (Thermo scientifCI). A contaminagdo
do RNA total por proteinas foi estimada pela razao entre as absorbancias 260/280 nm e a razao
260/230 forneceu a estimativa da contaminag¢do do RNA por fenol, polissacarideo e sais. Foram
considerados RNAs com pureza aceitavel os que apresentaram valores da razao 260/280 de
aproximadamente 2,0 e da razdo 260/230 entre 1,8 e 2,2. A integridade do RNA total foi
verificada através de fracionamento eletroforético de 400 ng de cada amostra em gel de agarose

1% corado com SYBR® Safe (Invitrogen) e observado sobre a luz ultravioleta (UV). Foram
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considerados de boa integridade as amostras nas quais as bandas correspondentes ao RNA
ribossomal (rRNA) 28S apresentavam o dobro ou pelo menos a mesma intensidade das bandas

correspondentes ao rRNA 18S e que ndo apresentassem um perfil de arraste na corrida.

4.8.2 Sintese de cDNA

Para sintese do cDNA, 2 pg do RNA total de cada amostra foram submetidos a
transcri¢do reversa (RT) utilizando iniciadores oligodT (Invitrogen) 0,5 pg/mL. A qualidade do
cDNA sintetizado foi aferida pela amplificagdao, por PCR, do gene constitutivo da enzima
gliceraldeido  3-fosfato desidrogenase (GAPDH) utilizando os iniciadores Fw:
CTCTCTGCTCCTCCTGTTC e Rv: GATGATGACCCTTTTGGCTC. Os parametros
utilizados para as reagdes de PCR foram: 95 °C/5’ — Iciclo (desnaturagdo); 95 °C/30”
(desnaturagdo), 55 °C 45” (anelamento), 72 °C/1’ (extensdo) — 35 ciclos; 72°C/10° — 1 ciclo
(extensdo). O produto da amplificagdo foi avaliado por fracionamento eletroforético em gel de
agarose 1% em TAE 1X corado com SYBR® Safe (Invitrogen) e observado sobre a luz UV.
Foram consideradas de boa qualidade as amostras que apresentavam amplificacdo da banda de

434 pb sem sinais de inibi¢ao da reacao.

4.8.3 Construcao de analise dos iniciadores especificos

Inicialmente, foi realizada uma busca no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) pela sequéncia nucleotidica do transcrito. A sequéncia encontrada foi submetida
a uma analise de similaridade por alinhamento através do algoritimo BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool) para identificar as diferentes isoformas, assim como o grau de
similaridade entre as sequéncias. Vérios critérios foram utilizados para a constru¢do dos
iniciadores incluindo anelamento presente em todas as isoformas em jun¢do de éxon com o
intuito de se evitar amplificagdo de DNA gendmico, formacdo de estruturas secundarias,
conteido GC e temperatura de melting (TM). Em seguida, os iniciadores selecionados foram
submetidos a andlise empregando o programa Oligoanayzer (Integrated DNA Technologies,

IDT), de forma a escolher aqueles que atendessem os parametros estabelecidos.

A padronizacdo da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores para os transcritos dos
genes alvos foi feita com base na inclinagdo da curva (slope) de dilui¢des seriadas (1:10, 1:100

e 1:1000) de cDNA de células cuja expressdo era sabidamente positiva para cada gene alvo.
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Nos ensaios, foram utilizadas as concentragdes (pmol/ul) dos iniciadores que apresentavam

valores de inclinagdo variando de -3,1 a -3,6 (110- 90% de eficiéncia, respectivamente). Um

segundo critério foi a analise da curva de dissociacdo, onde foram selecionas as condigdes que

favoreciam a formagdo de um unico pico de amplificagdo verificando os critérios citados para

a otimizacgao.

4.8.4 Avaliacdo da expressiao génica por PCR em tempo real

A expressao génica foi avaliada por RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR),

utilizando o cDNA previamente sintetizado a partir do RNA extraido das células. Foram

utilizados os pares de iniciadores especificos para cada gene, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores especificos para analise de expressao por RT-qPCR

ID

Sequéncia

Tamanho

amplicon

Slope

Eficiéncia Iniciadores

[pmol]

BCL2

AGG ATA ACG GAG GCT
GGG AT

CAG GGC CAA ACT GAG
CAG AG

106 pb

-3,31

100% 10

MYC

GTA GTG GAA AAC CAG
CAG CC

TCG TCG CAG TAG AAA TAC
GG

109 pb

-3,36

99% 10

CDKNIA

CAG ACC AGC ATG ACA
GAT TTC TAC

CGG ATT AGG GCT TCC TCT
TG

69 pb

-3,39

97% 10

mTOR

TGG GGT TTA GGT CAG TGG
GA

CAG TGC CAG CAC AGC TCT
AT

96 pb

-2,656

97% 5

MAPK1

CGC CGA AGC ACCATT CA

TCT GAG CCC TTG TCC TGA

135 pb

-2,737

97% 5

EGF

GCG TTC CTC TTA GCC CAG
TA

AAT GGT TGT GGT CCT GAA
GC

100 pb

3278

102% 5
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AKT AAC ACCTTC ATC ATC CGC 85 pb -2,745 97% 15
TG
ACT CCT CCC GCT CCT CA
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTIT 103 pb -3,495 93% 10
GA
CTG TTG CTG TAG CCA AAT
TCGT
BAX GCC CTT TTG CTT CAG GGT 121 pb -3,33 100% 10
TTC
TGA GAC ACT CGC TCA GCT
TC

Para a RT-qPCR foi utilizado o sistema de fluorescéncia SYBR Green Master Mix
(Applied Technologies) e a plataforma QuantStudio 3 Real Time PCR System (Applied
Biosystems; Thermo Fisher ScientifCI).

Para padronizagdo das reacdes, foram feitas curvas de dilui¢do seriadas do cDNA de
amostras que sabidamente expressam os genes supracitados utilizando iniciadores cujas
concentragdes variaram de 5 a 20 pmol/puL. As reacdes tiveram sua eficiéncia (E) calculada

utilizando a Equagao 1, onde o slope ¢ o decaimento da curva de diluigao.

Equacio 1 - Calculo de eficiéncia de amplificacao
1
E= [(10_5101’9) - 1] .100

Foram consideradas padronizadas aquelas condi¢des que apresentaram eficiéncia de
amplificagdo na faixa de 90 - 110% e com um pico unico nas curvas de dissociagdo. Para todos
os genes, foi utilizado um programa de ciclagem universal: 50 ° C/2° — 1 ciclo; 95 °C/10° — 1
ciclo; 95 °C/15” € 60 °C/1’° — 40 ciclos.

A curva de dissociacdo foi obtida empregando os seguintes parametros no
termociclador: 95 °C 15, 60 °C 15’ ¢ 95 °C 15°.

A analise da expressao génica foi feita utilizando uma diluicdo 1:10 de amostras de
cDNA das células tratadas e controle, empregando o método de quantificacdo relativa
normalizada para um gene de expressdo constitutiva GAPDH e a férmula proposta por Pfaftl

(Equagdo 2), onde R ¢ a expressdo relativa normalizada, Ealvo ¢ a eficiéncia de amplificacao
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dos iniciadores do gene de interesse, Eref ¢ a eficiéncia de amplificag@o dos iniciadores do gene
de referéncia e Cq € o ciclo de quantificacao (Pfaffl, 2001).

Equacgio 2 - Calculo da expressio relativa normalizada utilizando um gene calibrador

EalvoACq alvo (calibrador—amostra)

Eref“c‘l ref (calibrador—amostra)

4.9  Avaliacio do efeito bioldgico do extrato no ciclo celular

As alteragdes resultantes do tratamento com o ExtTa nas diferentes fases do ciclo celular
(G1, S, G2/M) foram avaliadas pelo método de Nicoletti e colaboradores (Nicoletti et al.,
1991). As células foram plaqueadas, em placas de 24 pogos (2 x 10> células por pogo em 400
pnL de meio), e incubadas por 16 horas a 37 °C em estufa com atmosfera saturada de 5% de
CO:a. As células foram, entdo, incubadas com meio contendo 10% de SFB e ExtTa. A dose de
ExtTa usada no tratamento foi calculada com base na concentracdo de ICso das linhagens
tumorais T98G e HCT116 (18 pg/mL), durante os periodos de 24 h e 48 h, a 37 °C a 5% de
COz. Apos o periodo de tratamento, o sobrenadante da cultura foi coletado, as células foram
lavadas com PBS (200 pL), que também foi coletado. As células foram tripsinizadas (100 pL
de tripsina 0,25% - EDTA 0,53 mM - Gibco) e ressuspendidas com 200 pL de meio de cultura,
apos a homogeneizacdo, todo o contetido foi transferido para tubos de 1 mL e centrifugados a
400 X g durante 7 minutos em microcentrifuga (Denver Instrument Company, USA). O
sobrenadante foi aspirado e ao precipitado de células foram acrescentados 300 pl. de uma
solucao fluorocromica hipotonica (HFS), contendo 50 mg/mL de iodeto de propideo - IP
(Sigma, Saint Louis, Missouri USA) e 0,1% de triton X-100 (Sigma, Saint Louis, Missouri
USA) em citrato de sodio a 0,1% (Sigma, Saint Louis, Missouri USA). As amostras foram
incubadas por 2 h a 4 °C e posteriormente foi feita a analise por citometria de fluxo (BD
FACSCan™ - BECTON DICKINSON pertencente ao Laboratorio de Citometria do ICB-
UFMG). Os resultados foram analisados através do software FlowJo VX (FlowJo, LLC and

Illumina, Inc.)
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4.10 Caracterizac¢ao do extrato
4.10.1  Determinacgio de proteinas totais

A quantificagdo do conteudo proteico do extrato foi feita como uma etapa prévia ao
fracionamento na coluna de filtragio molecular. A quantificacdo foi realizada utilizando-se o
método de Bradford (MM, 1976), que envolve a ligagdo de Coomassie Brilliant Blue G-250 a
proteina. A ligacdo do corante a proteina causa uma mudanca no maximo de absorcdo do
corante de 465 para 595 nm, e este aumento da absor¢do em 595 nm ¢ monitorado (Thermo
Scientific, 2010; Olson, 2016). O contetido proteico foi estimado utilizando-se como referéncia
a curva de calibracdo da proteina albumina de soro bovino (BSA) (USBiological, BSA Fraction
V. Low Salt, USA) preparada, em duplicata, usando dilui¢des seriadas de 1:2 a partir de 1
mg/mL em 4gua. Apds subtrair a média do branco nas leituras, foi feita a média das triplicatas
técnicas do ExtTa, e a absorbancia das concentragdes foi comparada com a absorbancia da

curva padrao de BSA.

4.10.2  Fracionamento do extrato por Cromatografia Liquida Rapida de

Proteinas

Para a separagdo das fragcdes por Cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) a
suspensao etanodlica dos extratos foi concentrada em liofilizador K105 (LIOTOP). Apds
secagem, o extrato foi solubilizado em 20 pmol Tris-HCI (Affymetrix) em pH 8,0. Em seguida,
a solucao foi submetida a cromatografia utilizando uma coluna de filtracdo molecular superose
T™ 12 10/300 GL (GE LifeSciences) acoplada ao equipamento FPLC (Pharmacia biotec,
modelo LKB PUMP p500). O monitoramento das fracdes eluidas foi realizado na regido do
ultravioleta no comprimento de onda de 280 nm. O fracionamento foi realizado no Laboratorio
de Enzimologia e Fisico-Quimica de Proteinas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) com
a colaboracdo do técnico Jamil Silvano de Oliveira. As fracdes coletadas foram liofilizadas,

solubilizadas em DMSO 100% (Sigma) e estocadas em freezer a -20 °C.

4.10.3 Caracterizacdo estrutural do ExtTa por espectroscopia de

infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizagdo estrutural do ExtTa e de suas fracdes foi feita a partir da espectroscopia
de absorc¢do na regido do infravermelho (FTIR). A andlise foi realizada a partir das amostras

liofilizadas, utilizando-se um Espectrofotometro IRPrestige—21, da marca Shimadzu, sob as
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seguintes condi¢des: 30 varreduras na faixa de 4000 a 400 cm!. Para tratar os dados obtidos
foram utilizados os softwares IRsolution e Origin8. Essa caracterizacdo foi feita em colaboragao
com a doutora Patricia Santiago de Oliveira Patricio que coordena o Laboratério Intechlab do
Departamento de Quimica do Centro Federal de Educagdo Tecnoldgica de Minas Gerais

(CEFET/MG) e a doutoranda Ingrid Amélia, orientada por ela.

4.11 Analises estatisticas

Os resultados dos ensaios de citotoxicidade foram expressos como média de trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o GraphPad Prism
8.0.1 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os valores de ICso foram
estimados a partir da analise de regressdo ndo linear utilizando as equagdes “Dose-response
curves — Inibitor” e, posteriormente, escolhendo as equagdes “log (inibitor) vs. response —
variable slope (four-parameteres)” ou “log (inibitor vc. normalized response — variable
slope)”, dependendo disposi¢ao dos dados e simetria da curva, para a escolha da equagdo. A
significancia estatistica foi definida em p < 0,05, as comparag¢des foram analisadas utilizando-

se o teste estatistico de t de Student.

5 RESULTADOS
5.1 Obtencao do extrato etanolico de 7. asperelloides

O extrato etanolico de T. asperelloides foi obtido a partir de suspensdo contendo hifas e
esporos do fungo cultivado em meio BDA por 7 dias em etanol 95%, conforme descrito

anteriormente. O extrato bruto do fungo foi denominado ExtTa.

Ao todo, apos a liofilizacdo, foram obtidos 2,05 g de extrato bruto. Destes 1,7 g foram
solubilizados em 8,4 mL de DMSO 100%, para melhor conservacao do extrato e tratamento
das linhagens celulares com o extrato bruto, ¢ 0,4 g foi solubilizado em 3 mL de Tris-HCI pH

8,0, para o fracionamento por FPLC.

5.1.1 Caracterizacao do extrato

A quantificagdo de proteinas ¢ frequentemente necessaria antes do processamento de
amostras de proteinas para isolamento, separacdo e andlise por técnicas cromatograficas,
eletroforéticas e imunoquimicas. A dosagem de proteinas totais presentes no extrato total foi

feita utilizando-se o método de Bradford. O resultado das dosagens indicou que o ExtTa possui
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aproximadamente 2% de contetido proteico. Foram obtidos 40,58 mg de proteinas totais no
extrato (ExtTa), na concentracdo de 4,28 mg/mL de proteina no extrato solubilizado em DMSO
e 2,12 mg/mL de proteina no extrato solubilizado em Tris-HCI (3 mL, 349 mg totais). A
discrepancia na concentracao de proteina observada deve-se ao fato de que as amostras em Tris-

HCI estavam mais diluidas (Tabela 3).
5.1.2  Viabilidade microbiana

Uma vez que o extrato e a doxorrubicina seriam usados para tratamento de células em
cultura, fez-se importante testar se o processo de extracdo e a solubilizacgdo em DMSO haviam
sido de fato eficientes para eliminar formas de vida associadas a preparagdo, de forma a se
evitar o carreamento de contaminagao para a cultura de células. Conforme mostrado na Figura
4, ndo houve crescimento microbiano em nenhuma das amostras analisadas o que atesta que as
amostras ndo estavam contaminadas por fungos ou bactérias, e que poderiam ser utilizados sem

carrear contaminagdes para unidade de cultura de células.

Figura 4 - Avaliacio de viabilidade microbiana nas preparacoes do extrato do fungo 7.
asperelloides e diluicao da doxorrubicina

A DOX e o ExtTa diluidos em PBS 1x foram incubados em BDA (A) e caldo tioglicolato (B), a 28 °C
e 37 °C, respectivamente, durante 7 dias, juntamente com o controle contendo apenas PBS 1x (A.3;
B.3). Nao foi observado crescimento em nenhum dos meios de cultura em nenhuma das amostras
analisadas.

5.2 Ensaio de determinacio da concentracio celular.

A fim de definir quais tipos celulares seriam mais susceptiveis a citotoxidade do extrato
bruto, realizamos uma triagem com linhagens celulares humanas e murinas provenientes de
diferentes tipos de tecidos neopldsicos. Para otimizar o ensaio, previamente, foi realizado um

ensaio piloto para definir o nimero ideal de cada tipo celular a ser plaqueado de forma a obter-



50

se, aproximadamente, 95% de confluéncia apds as 64 horas do ensaio de viabilidade (16 horas
para aderéncia da cultura celular mais 48 h de tratamento). As células foram contadas e
plaqueadas na placa de 96 pocos em 100 uLL de meio, em 5 diferentes concentragdes: 0,5 x 104,
1,0x 104 1,5 x 104, 2,0 x 104, 2,5 x 10* células/pogo. A Tabela 3 mostra o numero de células
considerado ideal para os ensaios determinado para cada uma das linhagens celulares.

Tabela 3 — Ensaio de concentracio celular para ensaio de viabilidade na placa de 96
pocos.

Linhagem celular Numero de células ideal para os ensaios*

GM637 1,5x 10*
HEK-293T 1,5x 10
NIH/3T3 0,5x 10*
L929 0,5x10*
T98G 1,5x 10
MDA-MB-231 1,5x 10
4T1 1,0x 10*
A549 1,5 x 10*
HCT116 1,0x 10*
LB373 1,0 x 10¢
Sal/N 1,0x 10*
HT1080 1,0 x 10¢
WiDr 2,0x 10*
Saos-2 2,0x 10

*concentragao de células/pogo de placa de 96 pogos
53 Otimizacao do ensaio de viabilidade

O solvente tanto do extrato quanto da doxorrubicina foi DMSO 100%. Para avaliar a
citotoxicidade do solvente foi analisada a viabilidade das células nos pocos tratados apenas com
o meio de cultura e os tratados com meio acrescido de DMSO na concentragao final de 0,5%.
Nao foi observada interferéncia do DMSO a 0,5% sobre a viabilidade de nenhuma das células
utilizadas neste projeto, como mostrado na Tabela 5, em que ndo houve diferenga

estatisticamente significativa entre a média da absorbancia dos pogos com ou sem DMSO 0,5%.

Tabela 4 - Avaliaciao da interferéncia do DMSO a 0,5% sobre a viabilidade celular

Linhagem celular Sem tratamento* DMSO 0,5%* P**

GMe637 0,240 0,247 0,119
HEK-293T 0,522 0,463 0,304
NIH/3T3 0,328 0,353 0,403
L929 0,549 0,530 0,822
TI8G 0,501 0,537 0,232
MDA-MD-231 0,537 0,535 0,916
4T1 0,372 0,388 0,609
A549 0,380 0,391 0,827
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HCT116 0,562 0,537 0,382
LB373 0,481 0,506 0,167
Sal/N 0,458 0,446 0,453
HT1080 0,362 0,374 0,460
WiDr 0,519 0,526 0,820
Saos-2 0,234 0,220 0,080

ensaio realizado em quadruplicata técnica; média das absorbancias obtidas no espectrofotometro, leitura
de 595nm. **p value, unpaired t test. GraphPad Prism 8.0.1.

Para avaliar possiveis interferéncias na absorbancia resultante da interagdo entre
diferentes concentragcdes do ExtTa e os reagentes utilizados na reagado, realizou-se a leitura de
oito concentragdes distintas do ExtTa (800 a 6,25 pg/mL). Essas leituras foram comparadas
com aquelas dos pogos que continham apenas meio de cultura. A média das absorbancias de
0,05nm foi determinada para todos os pogos, tanto para o ExtTa sem células quanto para os
pogos contendo apenas meio de cultura. Os resultados indicaram que ndo houve reacao cruzada

dos reagentes do ensaio com o ExtTa.

5.4 Avaliacao do efeito citotoxico do ExtTa e da DOX sobre a viabilidade de

células tumorais in vitro

O efeito citotoxico do ExtTa e da DOX foram avaliados através da determinacao da

concentragdo inibitéria de 50% das células (ICs).

As Figuras 5 a 18 correspondem aos resultados apresentados como a média de trés
experimentos independentes. Foram realizadas replicatas até que, pelo menos, trés
experimentos fossem obtidos nos quais os valores de ICs, com apresentassem variagdo de até
30% entre eles. Os dados de todos os ensaios realizados sdo apresentados no APENDICE nas

Figuras S1 a S14.

Os resultados indicaram que o tratamento com o extrato do fungo apresentou
citotoxicidade de uma maneira dependente da dose. O ExtTa apresentou citotoxicidade para as
linhagens ndo tumorais GM637, HEK-293T, NIH/3T3 e L929, sendo os valores de ICso médio
encontrados de 70,62, 53,82, 47,70 e 53,67 ug/mL, respectivamente. Entretanto, as células
tumorais foram bem mais sensiveis a atividade citotoxica do ExtTa do que as células ndo
tumorais: T98G (IC50 médio de 17,78 pug/mL) Figura 9, MDA-MB-231 (ICso = 39,32 ug/mL)
Figura 10, 4T1 (IC50 = 35,53 ug/mL) Figura 11, A549 (ICs, = 62,43 pg/mL) Figura 12,
HCT116 (ICso= 17,97 pg/mL) Figura 13, LB373 (ICso= 37,71 ng/mL) Figura 14, Sal/N (ICs,
= 55,62 pg/mL) Figura 15, HT1080 (ICso = 25,52 pg/mL) Figura 16, WiDr (ICso = 26,05
pg/mL) Figura S13 e Saos-2 (ICso= 25,59 ug/mL) Figura S14. Foi observado que das linhagens
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tumorais, as células T98G (glioblastoma) e HCT116 (adenocarcinoma de c6lon) foram as mais
sensiveis a acdo citotoxica do ExtTa, e as linhagens A549 e Sal/N apresentaram

susceptibilidade semelhante a apresentada pelas células ndao tumorais.

Na avali¢ao de citotoxicidade da DOX para as linhagens ndo tumorais, foi observado
que as células GM637 (IC50 = 0,04 pg/mL), HEK-293T (ICso = 0,37 pg/mL), NIH/3T3 (ICs, =
0,01 pg/mL) e L929 (ICs, = 0,03 pg/mL), sdo sensiveis a ag¢do citotoxica. Nas linhagens
tumorais o tratamento com a DOX apresentou os seguintes valores de ICso médio: T98G (ICs
=13,88 pg/mL), MDA-MB-231 (ICs, = 0,42 pg/mL), 4T1 (ICs, = 0,34 ug/mL), A549 (ICs, =
0,40 pg/mL), HCT116 (ICs = 0,51 pg/mL), LB373 (ICso = 3,45 pg/mL), Sal/N (ICs, = 0,29
pg/mL), HT1080 (ICso = 0,04 pg/mL), WiDr (ICso= 0,19 pg/mL) e Saos-2 (ICso= 0,18 pg/mL)
(Tabela 5 e Figuras 5 a 18). Assim, foi constatado que as linhagens ndo tumorais GM637,
NIH/3T3 e L929 apresentaram maior sensibilidade a DOX, como também a linhagem tumoral
HT1080. Foi observado também que as linhagens T98G e LB373 sdo resistentes a acao

citotoxica deste farmaco.

No tratamento das linhagens WiDr e Saos-2 com a DOX, o ICs, estimado em cada ensaio
apresentou variacdes, ¢ ndo foram obtidos trés ensaios com resultados que apresentassem no
maximo 30% de diferenga da média aritmética entre eles, critério considerado como requisito
para admissao no estudo, mesmo apos a realizagdo de cinco ensaios independentes para cada
linhagem (Figuras S13 e S14). Dessa forma, os dados das replicatas dos ensaios para essas
linhagens tumorais sdo apresentados separadamente nas Figuras 17 e 18. O ICs, médio
estimado para as proximas analises para essas linhagens foi obtido utilizando os dados dos dois

ensaios independentes que apresentaram valores do ICs, similares (Tabela 5).
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Figura 5 - Avaliacio da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem celular
niao tumoral de fibroblasto humano GM637
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de 1Cs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata bioldgica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apos os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.



Figura 6 - Avaliacao da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular nfio tumoral de rim embrionario humano HEK-293T
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de 1Csy do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 7 - Avaliacio da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem celular

nao tumoral de fibroblasto murino NIH/3T3
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de 1Csy do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliacdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos

ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.



Figura 8 - Avaliacao da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular ndo tumoral de fibroblasto murino L929
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
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ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 9 - Avaliacao da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular de glioblastoma humano T98G

A) ExtTa - T98G B) DOX - T98G
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagao de citotoxicidade em triplicata bioldgica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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‘Figura 10 - Avaliacao da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes. Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.



Figura 11 - Avaliacio da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular de adenocarcinoma de mama murino 4T1
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
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ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 12 - Avaliacdo da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem

celular de carcinoma de pulmio humano A549
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de 1Csy do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 13 - Avaliacdo da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem

celular de carcinoma colorretal HCT116
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de 1Csy do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata bioldgica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 14 - Avaliacao da citotoxidade ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem de
melanoma humano LB373
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata bioldgica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apos os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 15 - Avaliacdo da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular de fibrossarcoma murino Sal/N
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade apds os tratamentos em diferentes concentragdes (C e D). Células sem
tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura 16 - Avaliacao da citotoxidade ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem
celular fibrossarcoma humano HT1080
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Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) e da DOX (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo método
de MTT por 48 h. Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular, (C e D). Células sem tratamento (apenas com o
meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.



Figura 17 - Avaliacio da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem

celular de adenocarcinoma colorretal WiDr
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos

ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular (B), avaliagcdo de citotoxicidade em triplicata

biologica pelo método de MTT por 48 h. Curvas de dose-resposta de inibicao obtidas pelo
GraphPrism 8.0.1 célculo de ICs, da DOX (C). Dados brutos da viabilidade encontrada nos

ensaios de citotoxicidade (D). Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram

utilizadas como controle de sobrevivéncia



Figura 18 - Avaliacio da citotoxidade do ExtTa e do farmaco DOX sobre a linhagem

celular de osteossarcoma Saos-2
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular (B), avaliagdo de citotoxicidade em triplicata
biologica pelo método de MTT por 48 h. Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo
GraphPrism 8.0.1 célculo de ICs, da DOX (C). Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade (D). Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram
utilizadas como controle de sobrevivéncia.



Tabela 5 - Valores da concentracio inibitoria média (IC50) estimada para as linhagens

celulares tratadas com ExtTa e DOX

LINHAGEM CELULAR TIPO CELULAR ICsp médio (pug/mL)

ExtTa DOX

GMe637 Nao tumoral humana 70,62 0,04
HEK-293T Nao tumoral humana 53,82 0,37
NIH/3T3 Nao tumoral murina 47,70 0,01
1.929 Nao tumoral murina 53,67 0,03
TI8SG Glioblastoma humano 17,78 13,88
MDA-MD-231 Adenocarcinoma de mama humano 39,32 0,42
4T1 Adenocarcinoma de mama murino 35,53 0,34
A549 Carcinoma de pulmao humano 62,43 0,40
HCT116 Carcinoma colorretal humano 17,97 0,51
LB373 Melanoma 37,71 3,45
HT1080 Fibrossarcoma humano 25,52 0,04
Sal/N Fibrossarcoma murino 55,62 0,29
WiDr Adenocarcinoma colorretal humano 26,05 0,19
Saos-2 Osteossarcoma humano 25,59 0,18

O Indice de seletividade (IS), determinado pela razio entre a ICs, da linhagem celular
nao tumoral em relagdo a tumoral, representa quantas vezes o tratamento € mais citotoxico para
a linhagem tumoral em relacdo a linhagem nao tumoral. O IS foi calculado para as linhagens
tumorais utilizando como base o ICsy médio do ExtTa das linhagens ndao tumorais GM637
(70,62 pg/mL), HEK-293T (53,82 pg/mL), NIH/3T3 (53,82 pg/mL), e L929 (55,67 pg/mL).
Foi observado que o ExtTa ¢ aproximadamente 2 vezes mais citotoxico para as linhagens Saos-
2,4T1, MDA-MB-231, LB373, HT1080, e 3 a 4 vezes mais citotoxico para as linhagens T98G
e HCT116 em relagdo as linhagens nao tumorais. As linhagens A549 e Sal/N foram as menos
sensiveis a citotoxicidade do ExtTa e ndo foi observada seletividade dependente da dose para

essas c¢lulas tumorais (Tabela 6).

Na avaliagdo do IS da DOX utilizou-se as mesmas linhagens normais como referéncia
e com base o IC50 médio estimado nos ensaios de citotoxicidade: GM637 (0,04 pg/mL), HEK-
293T (0,37 pg/mL), NIH/3T3 (0,01 ug/mL), e L929 (0,03 pg/mL). Neste estudo, a DOX foi
seletiva apenas para a linhagem HT 1080 quando comparada com a linhagem nao tumoral HEK-
293T, sendo 9,25 vezes mais citotdxica para essa linhagem tumoral do que para as células ndo

tumorais (Tabela 6).
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Tabela 6 — indice de Seletividade (IS) do ExtTa e da DOX para as linhagens tumorais
usando como referéncias as linhagens nao tumorais

INDICE DE SELETIVIDADE (IS*)

Linhagens nio tumorais GMe637 HEK-293T NIH/3T3 L929
Tratamento

Linhagem tumoral ExtTa DOX ExtTa DOX ExtTa DOX ExtTa DOX
TISG 397 0,00 3,03 003 268 0,00 3,13 0,00
MDA-MB-231 L0 0,09 1,37 088 1,21 0,02 1,42 0,07
4T1 1,99 0,12 1,51 1,09 1,34 0,03 1,57 0,09
A549 1,13 0,10 08 093 0,76 0,03 089 0,08
HCT116 393 0,08 299 0,72 265 0,02 3,10 0,06
LB373 1,87 000 143 0,12 1,26 0,00 1,48 0,00
Sal/N 1,27 0,14 097 128 086 0,03 1,00 0,10
HT1080 2,77 1,00 2,11 925 187 025 2,18 0,75
WiDr 2,71 0,21 2,07 195 183 005 2,14 0,16
Saos-2 2,76 0,22 2,10 2,05 18 0,06 2,17 0,17

IS = razdo entre o IC50 das células ndo tumorais e as células tumorais

5.5 Avaliacdo do tratamento combinado do ExtTa com os quimioterapicos

DOX e 5-FU

Com base na citotoxicidade induzida pelos compostos isolados e pela determinagdo do
ICso de cada tratamento em cada linhagem, selecionamos algumas linhagens tumorais mais
sensiveis ao ExtTa para avaliagcdo da natureza de sua interagdo com quimioterapicos. O efeito
combinatorio de ExtTa e DOX na linhagem celular de osteossarcoma Saos-2 foi representado
graficamente na Figura 19 através de curvas dose-efeito (Painel A), efeito mediano (Painel B),
gréaficos CI (Painel C) e indice de reducdo de dose (Painel D). O co-tratamento do ExtTa com
DOX provou ser eficaz e significativamente diferente do ExtTa e DOX isoladamente na
linhagem celular Saos-2, os efeitos sinérgicos mais significativos foram observados na
concentragdo mais baixa dos compostos e em concentracdes mais altas (Figura 19 e Tabela 7).
Também foi observada redug@o da dose favoravel para a linhagem Saos-2 tratadas com o ExtTa
em todos os niveis de efeito, e redugdo da DOX do Fa de 0,45 a 0,97 (Tabela 8). Estes
resultados confirmam que a combinagdo com ExtTa permitiria um aumento do efeito
quimioterapéutico da DOX, o que poderia ser interessante, uma vez que a eficacia foi mantida,

para reducao dos efeitos secundarios indesejados da DOX.
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Tabela 7 - Avaliaciao do efeito combinatorio do ExtTa e DOX na linhagem celular de
osteosarcoma Saos-2

ExtTa DOX Fa Cl Conclusio
(ng/mL) (ng/mL)
0,781 0,006 0,61 0,20203 Sinergismo
1,562 0,112 0,45 1,06995 Antagonismo
3,125 0,224 0,41 2,75892 Antagonismo
6,250 0,450 0,50 3,14533 Antagonismo
12,500 0,900 0,62 3,04077 Antagonismo
25,000 0,180 0,84 1,31011 Antagonismo
50,000 0,360 0,96 0,59225 Sinergismo
100,000 0,720 0,99 0,41492 Sinergismo

ExtTa: extrato etandlico de T. asperelloides; 5-FU: 5-Fluorouracil; Fa: percentual de inibigao celular;
CI: indice de combinagdo

Figura 19 - Efeito da interaciio do ExtTa e DOX em células de osteossarcoma Saos-2
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Graficos gerados pelo software CompuSyn. (A) Curva Dose-Efeito; (B) Grafico de efeito mediano. Foi
calculada a concentracdo inibitoria média (ICso) do farmaco. A interceptagdo do eixo x (logD) representa
a dose de efeito médio de ICso. (C) Indice de combinagio (CI); CI <1, =1 e >1 indica efeitos sinérgicos,
aditivos e antagonicos, respectivamente; (D) Indice de redugdo de dose (DRI). DRI > 1 redugio
favoravel da dose; DRI = sem reducao de dose DRI < 1 reducao de dose ndo favoravel. Fa: percentual
de inibi¢do celular; ExtTa: Extrato Etandlico de T. asperelloides; DOX: doxorrubicina; ExtDOX:

tratamentos combinados de Extrato Etanolico de T.

asperelloides e doxorrubicina.



Tabela 8 - indice de reduciio de dose (DRI) para ExtTa e DOX para um determinado

efeito de inibicao na linhagem celular de osteossarcoma humano Saos-2

Fa

0,05
0,10
0,15
0,20
0,25
0,30
0,35
0,40
0,45
0,50
0,55
0,60
0,65
0,70
0,75
0,80
0,85
0,90
0,95
0,97

Dose (ng/mL)
ExtTa DOX
2,085 1,64E-4
3,355 5,46E-4
4,503 0,00115
5,621 0,00202
6,750 0,00321
7,921 0,00481
9,159 0,00694
10,493 0,00980
11,954 0,01362
13,582 0,01882
15,433 0,02601
17,581 0,03617

20,141 0,05102
23,290 0,07370
27,330 0,11048
32,821 0,17560
40,966 0,30775
54,991 0,64840
88,477 2,16060
124,104 5,08757

ExtTa
23,3384
16,4666
13,2686
11,2777
9,86060
8,76919
7,88295
7,13502
6,48457
5,90478
5,37682
4,88665
4,42301
3,97601
3,53593
3,09163
2,62774
2,11741
1,49395
1,16564

DRI*

DOX
0,25480
0,37234
0,47090
0,56197
0,65034
0,73883
0,82959
0,92459
1,02588
1,13589
1,25770
1,39549
1,55529
1,74636
1,98398
2,29594
2,73998
3,46528
5,06371
6,63253
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*Valores calculados em pontos experimentais. DRI: indice de redug@o de dose; ExtTa: extrato etanolico

de T. asperelloides; DOX: doxorrubicina; Fa: percentual de inibi¢do celular.

Na avaliacdo do tratamento simultineo do ExtTa e DOX obre a linhagem celular de

cancer de mama MDA-MB-231, o sinergismo entre ExtTa e DOX foi observado apenas em

altas doses, sem indica¢do de redugdo favoravel da dose (Figura 20).



Figura 20 - Efeito da intera¢do do ExtTa e DOX em células de adenocarcinoma mamario

humano MDA-MB-231
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Graficos gerados pelo software CompuSyn. (A) Curva Dose-Efeito; (B) Grafico de efeito mediano. Foi
calculada a concentracdo inibitoria média (ICso) do farmaco. A interceptagdo do eixo x (logD) representa
a dose de efeito médio de ICso. (C) Indice de combinagéo (CI); CI <1, =1 e >1 indica efeitos sinérgicos,
aditivos e antagonicos, respectivamente; (D) Indice de redugdo de dose (DRI). DRI > 1 redugio
favoravel da dose; DRI = sem reducao de dose DRI < 1 reducdo de dose ndo favoravel. Fa: percentual
de inibicao; ExtTa: Extrato Etandlico de 7. asperelloides; DOX: doxorrubicina; ExtDOX: tratamentos
combinados de Extrato Etanolico de T. asperelloides e doxorrubicina.

Na avali¢do quantitativa da a¢@o do tratamento simultdneo do ExtTa com a DOX sobre
a linhagem de adenocarcinoma de mama murino 4T 1, foi observado efeito antagonico em todas
as concentragdes analisadas, e reducdo de dose favoravel apenas para o ExtTa em nivel de
inibi¢do baixo (Figura 21). Também foi encontrado efeito antagonista quando ExtTa e DOX
foram utilizados combinados no tratamento da linhagem celular de fibrossarcoma HT1080
(Figura 22). Neste caso, a combina¢do foi menos eficaz na indugdo de citotoxicidade do que

cada composto isolado em todas as doses testadas.
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Figura 21 - Efeito da interacio do ExtTa e DOX em células de adenocarcinoma de mama

murino 4T1
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Graficos gerados pelo software CompuSyn. (A) Curva Dose-Efeito; (B) Grafico de efeito mediano. Foi
calculada a concentracao inibitoria média (ICso) do farmaco. A interceptagdo do eixo x (logD) representa
a dose de efeito médio de ICso. (C) Indice de combinagéo (CI); CI <1, =1 e >1 indica efeitos sinérgicos,
aditivos e antagonicos, respectivamente; (D) Indice de redugdo de dose (DRI). DRI > 1 redugio
favoravel da dose; DRI = sem reducdo de dose DRI < 1 reducdo de dose nao favoravel. Fa:percentual
de inibicao celular; ExtTa: Extrato Etandlico de 7. asperelloides; DOX: doxorrubicina; ExtDOX:
tratamentos combinados de Extrato Etandlico de T. asperelloides e doxorrubicina.
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Figura 22 - Efeito da interac¢ido do ExtTa e DOX em células de fibrossarcoma humano

HT1080
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Graficos gerados pelo software CompuSyn. (A) Curva Dose-Efeito; (B) Grafico de efeito mediano. Foi
calculada a concentracao inibitoria média (ICso) do fArmaco. A interceptacao do eixo x (logD) representa
a dose de efeito médio de ICso. (C) Indice de combinagéo (CI); CI <1, =1 e >1 indica efeitos sinérgicos,
aditivos e antagdnicos, respectivamente; (D) Indice de redugdo de dose (DRI). DRI > 1 redugio
favoravel da dose; DRI = sem reducao de dose DRI < 1 reducao de dose nao favoravel. Fa: percentual
de inibicao celular; ExtTa: Extrato Etandlico de 7. asperelloides; DOX: doxorrubicina; ExtDOX:
tratamentos combinados de Extrato Etandlico de 7. asperelloides e doxorrubicina.

Em seguida, investigamos se ExtTa e 5-FU poderiam agir sinergicamente para suprimir
a viabilidade das células das linhagens de cancer colorretal HCT116 e WiDr. Para células
HCT116 de carcinoma colorretal observamos uma acao sinérgica do ExtTa e do 5-FU (Figura
23, Painel C). O indice de combinagdo indicou acdo sinérgica para combinacdes de doses
especificas (Tabela 9). Além de produzir um efeito citotoxico mais elevado em comparagdo
com os compostos isolados, a combinacao de ExtTa com 5-FU apresentou valores de DRI que
indicam reducdo de dose para ambos os compostos para Fa de 0,3 para 0,90 (Figura 23, Painel
D). Como resultado, os valores de ICso de cada medicamento em combinac¢ao diminuiram 2,53

e 1,44 vezes para ExtTa e 5-FU, respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 9 - Avaliacio do efeito combinatorio do extrato etanolico ExtTa e 5-FU na
linhagem de carcinoma colorretal HCT116

ExtTa (pg/mL) 5-FU (pg/mL) Fa Cl Conclusao
0,32 0,49 0,29 1,49333 Antagonismo
0,63 0,98 0,47 0,77004 Sinergismo
1,25 1,95 0,54 0,66478 Sinergismo
2,50 3,90 0,61 1,22185 Antagonismo
5,00 7,81 0,67 1,64750 Antagonismo
10,00 15,63 0,70 2,68580 Antagonismo
20,00 31,25 0,85 1,55373 Antagonismo
40,00 62,50 0,97 0,32131 Sinergismo

Figura 23 - Efeito da interacio do ExtTa com 5-FU em células de carcinoma colorretal
HCT116
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Graficos gerados pelo software CompuSyn. (A) Curva Dose-Efeito; (B) Grafico de efeito mediano. Foi
calculada a concentracao inibitoria média (ICso) do farmaco. A interceptacao do eixo x (logD) representa
a dose de efeito médio de ICso. (C) Indice de combinagio (CI); CI <1, =1 e >1 indica efeitos sinérgicos,
aditivos e antagdnicos, respectivamente; (D) Indice de redugdo de dose (DRI). DRI > 1 redugdo
favoravel da dose; DRI = sem reducao de dose DRI < 1 reducao de dose ndo favoravel. Fa: percentual
de inibicdo celular; ExtTa: Extrato Etanolico de 7. asperelloides; 5-FU:5-fluorouracil; ExtSFU:
tratamentos combinados de Extrato Etanolico de T. asperelloides e 5-fluorouracil.
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Tabela 10 - Indice de redugio de dose (DRI) para ExtTa e 5-FU para um determinado
efeito de inibicio na linhagem HCT116

Fa Dose (ng/mL) DRI*
ExtTa 5-FU ExtTa DOX
0,05 0,003 0,060 0,18530 2,26633
0,10 0,018 0,155 0,35959 2,01921
0,15 0,051 0,277 0,54210 1,87991
0,20 0,114 0,430 0,73841 1,78141
0,25 0,222 0,619 0,95314 1,70396
0,30 0,395 0,849 1,19125 1,63906
0,35 0,668 1,132 1,45869 1,58226
0,40 1,09 1,482 1,76305 1,53090
0,45 1,751 1,918 2,11437 1,48321
0,50 2,778 2,470 2,52645 1,43793
0,55 4,410 3,181 3,01884 1,39403
0,60 7,067 4,118 3,62041 1,35061
0,65 11,554 5,390 4,37582 1,30676
0,70 19,542 7,186 5,35820 1,26148
0,75 34,853 9,864 6,69674 1,21343
0,80 67,589 14,176 8,64416 1,16067
0,85 150,705 21,989 11,7745 1,09986
0,90 437,196 39,394 17,7507 1,02398
0,95 2.442,140 101,029 34,4475 0,91233
0,97 8.305,070 197,454 55,2120 0,84038

*Valores calculados em pontos experimentais. DRI: indice de redug@o de dose; ExtTa: extrato etanolico
de T. asperelloides; 5-FU: fluorouracil; Fa: percentual de inibic¢ao celular.

Para todas as concentragdes testadas, o tratamento combinado do ExtTa com 5-FU
apresentou antagonismo na linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT116. Ao avaliar o DRI,
observamos que para essa combinagao ha reducao de dose favoravel apenas para o firmaco 5-

FU em niveis baixos de Fa (Figura 24).
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Figura 24 - Efeito da intera¢do do ExtTa com 5-FU em células de adenocarcinoma
colorretal humano WiDr
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Graficos gerados pelo software CompuSyn. (A) Curva Dose-Efeito; (B) Grafico de efeito mediano. Foi
calculada a concentracao inibitéria média (ICso) do farmaco. A interceptagdo do eixo x (logD) representa
a dose de efeito médio de ICso. (C) Indice de combinagio (CI); CI <1, =1 e >1 indica efeitos sinérgicos,
aditivos e antagonicos, respectivamente; (D) Indice de redugdo de dose (DRI). DRI > 1 redugio
favoravel da dose; DRI = sem reducao de dose DRI < 1 reducao de dose ndo favoravel. Fa: percentual
de inibicdo celular; ExtTa: Extrato Etanolico de 7. asperelloides; 5-FU:5-fluorouracil; ExtSFU:
tratamentos combinados de Extrato Etanodlico de 7. asperelloides ¢ 5-fluorouracil.

5.6 Analise do perfil de expressiao génica
5.6.1 Extracao de RNA

Apos as 48h de exposicao ao ExtTa o RNA total das linhagens de glioblastoma T98G e
de carcinoma colorretal HCT116 foi extraido pelo método TRIzol. A quantificacdo e analise da

pureza foi avaliada por espectrofotometria e estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Quantificaclo e estimativa da pureza dos RNAs extraidos das linhagens
tumorais T98G e HCT116

ID da amostra Concentracio de RNA ng/ uL.  260/280 260/230

TI8G T1 287,3 2,0 2,1
TI8G T2 325,5 2,0 2,1
T9I8G T3 438,3 2,0 2,2
TI8G C1 167,1 2,0 1,3
TI8G C2 400 2,0 2,1
T9I8G C3 444 2,0 1,8
HCT116 T1 808.,9 2,0 2,2
HCT116 T2 606,7 2,1 2,0
HCT116 T3 600,5 2,1 2,0
HCT116 C1 696,5 2,0 2,2
HCT116 C2 1092,3 2,1 2,0
HCT116 C3 809,9 2,0 2,2

T = tratado com ExtTa C= Controle

Como apresentado na Tabela 11, os RNAs apresentaram valores da razao 260/280 e

260/230 dentro dos parametros de pureza aceitaveis.

Os RNAs totais extraidos também foram analisados quanto a integridade. O
fracionamento eletroforético de uma aliquota de 400 ng de RNA total em gel de agarose 1%
corado com SYBR safe demonstrou que os RNAs estavam integros (Figura 25), pois foi
possivel visualizar as bandas dos rRNAs 18S e 28S, sendo que a banda 28S tinha

aproximadamente a mesma ou o dobro de intensidade da banda do 18S.

Figura 25 - Analise da integridade do RNA total extraido das culturas celulares

HCT116

O RNA total extraido das culturas celulares T98G e HCT116 (400 ng de cada amostra) foi fracionado
eletroforeticamente em gel de agarose 1% em TAE 1X corado com SBYR safe e fotogratado (UVP
/MultiDox-It Digital Imaging System w/M-20 Translluminator). T1, T2 e T3 correspondem as células
tradas com o ExtTa e C1, C2 e C3 as amostras ndo tratadas (controle).
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5.6.2 Avaliacido da qualidade da transcri¢cio reversa

Atestada a qualidade e integridade dos RNAs totais extraidos, eles foram utilizados
como molde em reagdes de transcrigao reversa. A qualidade da reacdo de transcri¢ao reversa
foi avaliada por amplicacao por PCR do gene constitutivo GAPDH. Dessa forma, esperdvamos
que, se a sintese da reagdo tivesse sido eficiente e ndo houvesse a presenca de inibidores nas
amostras, ocorreria amplificacdo com intensidade semelhante a partir do cDNA em todas as
amostras. Quando avaliamos eletroforeticamente a qualidade do cDNA pela amplificacao por
PCR deste gene, observamos bandas de intensidade qualitativamente semelhantes (Figura 26).

Figura 26 - Controle da qualidade da transcricio reversa a partir do RNA total extraido
das culturas das células T98G e HCT116 tratadas ou nio com ExtTa

HCT116 HCT116
T [Ladder C3  C-

C2 ¢3 T1 T2 T3 ¢1 C2

434 pb — — 434pb

O RNA total das amostras foi extraido pelo método TRIzol e uma aliquota de 2 png do RNA total foi
utilizado como molde em reagdes de transcri¢do reversa. A qualidade do cDNA sintetizado foi avaliada
por amplificacdo do gene constitutivo GAPDH por PCR. O produto da reagdo foi fracionado
eletroforeticamente em gel de agarose 1% corado com SYBR safe. Tamanho da banda observada: 434
pares de base. Canaleta Ladder: Marcador de peso molecular Ladder 100 bp; T: amostras de células
tratadas com ExtTa; C: amostra controle. Canaleta C-: Controle negativo; Canaleta C+: Controle
positivo.

5.6.3 Analise da expressiao génica

Utilizando os ¢cDNAs sintetizados, foram realizadas rea¢des de qPCR para avaliar a
expressao génica de GAPDH, BAX, BCL-2, mTOR, AKT, MAPK1, CDKNIA, EGF e MYC
utilizando iniciadores especificos. As sequéncias dos iniciadores especificos sdo mostradas na

Tabela 2 do topico 4.8.2.

Como ¢ possivel observar na Figura 27, um aumento da expressdao do gene BCL-2 na
linhagem T98G e do gene MAPK1 na linhagem HCT116 foi encontrado nos grupos tratados

com o ExtTa.
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Figura 27 - Expressdo génica de BAX, BCL-2, MAPK1, mTOR, AKT, CDKN1A, MYC e
EGF nas linhagens tumorais T98G e HCT116
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O RNA total das células T98G e HCT116 tratadas com ExtTa ou ndo (controle) foi extraido e usado
para sintese de cDNA que foi utilizado como molde em reagdes de PCR em tempo real usando
iniciadores especificos para amplificacdo dos genes BAX, BCL-2, MAPK1, mTOR, AKT, CDKNI1A,
MYC e EGF. O gene GAPDH foi utilizado como normalizador. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado
para aferir o indice de normalidade das amostras € como todas apresentaram uma distribui¢do normal,
os dados foram analisados utilizando Multiple t teste — on per row, no software GraphPrism 8.0.1.

5.7  Avaliacao do efeito do tratamento com o ExtTa sobre o ciclo celular

A influéncia do tratamento com o extrato de 7. asperelloides sobre o ciclo celular foi
avaliada nos tempos de 24 e 48 h, em triplicata, nas células das linhagens T98G e HCT116. Foi
observado que nas células de glioblastoma T98G o tratamento com o ExtTa pelo periodo de 24
h levou a um aumento do niimero de células em GO-G1 (p<0,01), a0 mesmo tempo que reduziu
de forma significativa as células na fase S (p<0,001) e na fase G2/M do ciclo celular (Figura

28, Painel B). No entanto, ap6s o periodo de 48 h, ndo foi observada diferenca significativa
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entre o grupo de células T98G tratadas com o extrato e as células controle (Figura 28, Painel

D).

Figura 28 - Analise do efeito do ExtTa sobre o ciclo celular da linhagem de glioblastoma
humano T98G

n rosG 20
100
o mm Controle
05 ** E ExtTa
Confrole 2 Ly E
S 70
B *
S 604
O
S 16
% i & ko
o 124 y—‘
; £
‘ ™~ — ExtTa 41 H
" ™ C o " Y O_jll'_T . . ,
] P —» Sub-G0  GO/G1 s G2/M
=
T98G - 48h
100+
Hl Controle
= B0 = BxtTa
Controle 5 007 i ﬁ
& f&’i 40
© 28
3 244
a 204
B 164
o] £ 124
8
S g 1n
N | — = Sub-G0  GOIG s G2IM

A linhagem T98G foi exposta ao tratamento com o ExtTa (18ug/mL) ou ndo (controle) por 24 (Painéis
A e B) e 48 h (Painéis C e D). Apo6s o tratamento, as células foram tripsinizadas, marcadas com IP e foi
realizada a leitura em citdmetro de fluxo. Painéis A e C: mostram os histogramas representativos gerados
pelo software FlowJo 10 de cada tempo grupo e tempo de tratamento. Painéis B e D: analise comparativa
dos grupos em triplicatas técnicas no GraphPrism 8.0.1 (t teste Student). *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001.

Na linhagem HCT116 ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
nas fases do ciclo celular entre o grupo tratado por 24 h e o grupo controle (Figura 29, Painel
B). Na avaliagdo apds 48 h de exposi¢ao ao ExtTa observou-se uma maior populacdo, com
diferenca significativa (p<0,05), de células na fase GO/G1 no grupo tratado em relag¢do ao grupo

controle. Entretando, a redug@o nas fases S e G2/M nao foi significativa (Figura 29, Painel D).
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Figura 29 - Analise do efeito do ExtTa sobre o ciclo celular a linhagem de carcinoma
colorretal humano HCT116
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A linhagem HCT116 foi exposta ao tratamento com o ExtTa (18ug/mL) ou ndo (controle) por 24
(Painéis A e B) e 48 h (Painéis C e D). Apos o tratamento, as células foram tripsinizadas, marcadas com
IP e foi realizada a leitura em citometro de fluxo. Painéis A e C: mostram os histogramas representativos
gerados pelo software FlowJo 10 de cada tempo grupo e tempo de tratamento. Painéis B e D: analise
comparativa dos grupos em triplicatas técnicas pelo GraphPrism 8.0.1 (t teste Student). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Os resultados desses ensaios parecem indicar que ExtTa esta interferindo no ciclo
celular das linhagens tumorais, através da promocao da parada nas fases G0-G1. Os dados
indicam que o tempo necessario para o efeito do ExtTa sobre o ciclo celular pode ser diferente

dependendo do tipo de célula tumoral.

5.8  Fracionamento do ExtTa por FPLC

Cromatografia liquida répida de proteinas (FPLC) é um comumente utilizado para
separar biomacromoléculas, principalmente proteinas, de acordo com o tamanho, em processos
de separacgdo biologica com baixa pressao e alta capacidade (Xia et al., 2012). O fracionamento
do extrato por FPLC resultou em 54 fragcdes com perfil cromatografico, conforme mostrado na
Figura 30. As fracdes obtidas por FPLC do extrato se encontram em uma faixa de massa

molecular que varia entre aproximadamente 4 e 41kDa. As fra¢cdes que apresentaram maior
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contetdo molecular foram as fragdes de 3 a 15. Pelo perfil cromatografico do extrato, tais
fragdes se encontram organizadas em trés grandes picos.

Figura 30 - Fracionamento do extrato etandlico de Trichoderma asperelloides por
cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC)
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O ExtTa foi separado com base no tamanho molecular por cromatografia liquida de fase rapida (FPLC)
utilizando uma coluna de filtragdo molecular superose TM 12 10/300 GL (GE LifeSciences) acoplada
ao equipamento FPLC (Pharmacia biotec, modelo LKB PUMP p500). O perfil obtido apresenta fragdes
com maior contetido de proteinas nas fracdes de 3 a 15. Foram obtidas 54 fracdes, em uma faixa de
massa molecular que varia entre aproximadamente 41 ¢ 4 kDa.

5.9  Caracterizacio estrutural do ExtTa por Espectroscopia na Absor¢io do

Infravermelho

A FTIR ¢ uma técnica que permite obter informacgdes sobre a estrutura dos constituintes
de compostos organicos, possibilitando o reconhecimento de grupos funcionais aos quais
pertencem. Neste trabalho, a FTIR foi realizada para identificar as bandas caracteristicas

presentes no ExtTa e nas fragdes 1 a 21, 31,41 e 51.

O espectro de FTIR derivado da amostra do extrato (Figura 31), apresenta bandas
caracteristicas associadas a grupamentos quimicos presentes na estrutura de proteinas e
carboidratos. Observa-se uma banda na regidio de 3.600 a 3.200 cm ™!, centradas em torno de
3.316 cm !, atribuida ao estiramento da ligagio O-H do grupo hidroxila (vO-H), comumente
identificadas na estrutura dos carboidratos. Bandas de menor intensidade, centradas em torno
de 2.997 cm™!' € 2.916 cm™!, podem ser atribuidas a vibragdo de estiramento da ligagdo vC-H,

presentes tanto em proteinas quanto em carboidratos. Em 1.650 cm™ observa-se bandas de
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absorcao relacionadas as vibragdes de estiramento das ligacdes C=0 (vC=0) (Ferro et al., 2019;
Y. Jietal., 2020). Em 1.540 cm™, observam-se bandas de absor¢ao relacionadas as vibragoes
de estiramento N-H de ligacdes peptidicas (vN-H). Além disso, bandas de absor¢ao em 1.100
cm’! estdo relacionadas ao estiramento da ligagdo C-O-C em polissacarideos (vC-O) (Ferro et
al., 2019). As bandas de absor¢do em torno de 700 e 533 cm!, podem ser atribuidas as
deformagodes da ligacdo C-H fora do plano (6§C-H) presente no anel e deformagao da ligagdo N-

H (6N-H), respectivamente (Y. Ji et al., 2020).

Figura 31 - Espectros de FTIR para o ExtTa
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A caracterizagdo estrutural do extrato bruto a partir da espectroscopia de absor¢do na regido do

infravermelho-FTIR. Os espectros foram obtidos na faixa de niimero de onda de 4.000 a 400 cm’!
(Espectrofotometro IRPrestige—21 — Shimadzu)

Na caracterizacdo das fragdes obtidas por FPLC (Figura 32), foi observado que os
espectros de FTIR das fragcdes podem ser divididos em dois grupos: Grupo A, composto pelas
fragdes 1, 2, 3,4, 5, 6, 11, 18, 21, 31, 41 e 51 (Figura 32, Painel A), que se assemelham a
proteinas e, portanto, provavelmente possuem um teor mais elevado de compostos semelhantes
entre si, denominados composto A. Por outro lado, o Grupo B, formado pelas fracdes 8, 9, 10,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 19 e 20 (Figura 32, Painel B), possui caracteristicas semelhantes a

carboidratos, sugerindo a presenga predominante de compostos identificados como composto
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B nesse grupo. A fragdo 7 (Figura 32, Painel C) parece apresentar uma constituicado quimica

intermediaria entre os compostos A e B.

Figura 32 - Espectros FTIR para as Frac¢oes do ExtTa
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A caracterizagdo estrutural das fragdes do ExtTa fracionadas por FPLC, a partir da espectroscopia de
absor¢@o na regido do infravermelho-FTIR. Os espectros foram obtidos na faixa de nimero de onda
(wavenumber) de 4.000 a 400 cm™ (Espectrofotdmetro IRPrestige—21 — Shimadzu). Painel A: fragdes
caracterizadas pela presenca de proteinas. Painel B: fragOes caracterizadas pela presenga de carboidratos.
Painel C: fragdo 7, com constitui¢do quimica intermediaria, com presenga de proteinas e carboidratos.

A Tabela 12 apresenta as principais bandas presentes no composto A e composto B e

suas atribuicoes.



85

Tabela 12 - Atribui¢des das principais bandas de absorcao identificadas nos espectros de
FTIR do ExtTa e de suas fracoes

Material Numero de onda (cm™)

Tipo de vibracio

ExtTa 3.600 a 3.200
29972916
1.650
1.540
1.100

700

Estiramento da ligacdo O-H da hidroxila (vO-H)
Estiramento da ligagdo C-H (vC-H)
Estiramentos da ligagao C=0 (vC=0)
Estiramentos da ligagao N-H (vN-H)
Estiramentos da ligacao C-O (vC-O)
Deformagdes da ligagdo C-H fora (6C-H)

533 Deformacdes da ligagdo N-H (6N-H).

3.300-3.060
2.932

1.627

1.545

1.402

1.035

660

590

Grupo A Estiramento da ligagdo N-H (vN-H)
Estiramento da ligacdo C-H (vC-H)
Estiramentos da ligacdo C=0 (v C=0)
Estiramentos da ligacdo N-H (vN-H)
Estiramento da ligagdao C-O (vC-O)
Estiramentos da ligacao C-N (vC-N)
Deformagdes da ligacao C-H fora (6C-H)
deformacao da ligacao N-H (6N-H).

3.600 a 3.200
2.934 ¢ 2.885
1.630
1.589 e 1.521
1.010

Grupo B Estiramento da ligacdo O-H da hidroxila (vO-H)
Estiramento da ligagdo C-H (vC-H)
Estiramentos da ligacdo C=0O (v C=0)
Estiramentos da ligacdo N-H (vN-H)

Estiramento da liga¢do C-O (vC-0O)

Nos espectros das fragdes do Grupo A podem ser identificadas bandas de absor¢do de
sobrepostas em 3.181 cm-' € 3.103 cm-!, referentes as vibragdes de estiramento da ligagdo N-H
(vN-H). Bandas centradas em torno de 2.932 cm-!, podem ser atribuidas a vibragdo de
estiramento da ligagdo vC-H. Em 1.627 cm™, observam-se bandas de absor¢ao relacionadas as
vibragdes de estiramento das ligacdes C=0 (vC=0), que estdo presentes na estrutura quimica
das fragdoes. Em 1.545 cm™, verificam-se bandas de absor¢do relacionadas as vibragdes de
estiramento N-H de liga¢des peptidicas (vN-H) (Ferro et al., 2019). Além disso, em torno de
1.402 cm™, hd uma banda de absor¢ao referente ao estiramento da ligagao vC-O cm-' em grupos
amida (Y. Ji et al., 2020). Em 1035cm™ observa-se uma banda de absor¢do relacionada ao
estiramento da ligacdo C-N presente em grupos amida. Também sdo notadas bandas de
absor¢do em torno de 660 cm™ referentes as deformagdes da ligagdo C-H (6C-H) e a

deformacdo da ligagdo N-H (6N-H) em 590 cm™.

No espectro das fragdes do grupo B podem ser observadas bandas de absor¢ao na regido
de 3.600 23.200 cm™ !, com maximo em torno de 3.255 cm ™, referente ao estiramento da ligago
O-H do grupo hidroxila (vO-H). Bandas em torno de 2.934 cm ™! e 2.885 cm™! podem ser

atribuidas a vibrag¢do de estiramento da ligagdo vC-H. Em 1.010 cm™!, observa-se a presenca de
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bandas de absor¢do relacionadas as vibragdes de estiramento das ligacdes vC-O de

carboidratos.

Para a fragdo 7, observa-se uma mistura de compostos presentes nos grupos A e¢ B, com
bandas em torno de 3200 cm™! referentes ao estiramento da ligagdo O-H do grupo hidroxila

(vO-H). Bandas de menor intensidade, centradas em torno de2.945 cm™!

, podem ser atribuidas
a vibragdo de estiramento da ligacdo vC-H. Em 1.630 cm™, observam-se bandas de absor¢ao
relacionadas as vibragdes de estiramento das ligagdes C=0 (vC=0). Em 1.589 cm™ e 1.521 cm
! observam-se bandas de absorcdo relacionadas as vibragdes de estiramento N-H de ligagdes
peptidicas (VN-H). Além disso, em 1.033 cm™ sdo identificadas bandas de absorcdo

relacionadas as vibragdes de estiramento das ligagcdes vC-O de carboidratos.

Essa pesquisa ja possui deposito de patente no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial sob 0 n° BR 102021009949-6 A2 (ANEXO 2). Data do deposito: 21/05/2021; Data
da publicacao nacional: 06/12/2022.

6 DISCUSSAO

O cancer representa um desafio global para a saude e, apesar da existéncia de mais de
uma centena de agentes quimioterapicos, a busca por novos medicamentos ¢ essencial para
melhorar a eficacia, minimizar efeitos colaterais indesejaveis € combater a resisténcia e
recorréncia da doenga. A busca por farmacos eficazes, acessiveis e mais especificos visa
aprimorar a qualidade de vida dos pacientes. Nesse contexto, a pesquisa farmacéutica concentra
seus esforcos em explorar fontes naturais, dada a rica diversidade de compostos bioativos que
oferecem. Nesse cendrio, os fungos do género Trichoderma tém despertado especial interesse

(Gao et al., 2021; Guo et al., 2023).

Este estudo teve como objetivo avaliar a existéncia de atividade antitumoral no extrato
etanolico do fungo 7. asperelloides (ExtTa). A citotoxicidade do ExtTa foi analisada em um
painel de dez células tumorais diferentes. O ExtTa mostrou ser citotoxico para todas as
linhagens tumorais testadas, apresentando maior seletividade em comparagdo com a DOX.
Verificamos uma ac¢ao sinérgica quando combinado com a DOX e 5-FU em linhagens celulares
de osteossarcoma e colorretal, além de uma reducao favoravel na dose dos medicamentos. Além
disso, iniciamos a investiga¢do do possivel mecanismo relacionado a citotoxicidade, como

também a caracterizag¢do e isolamento de compostos do ExtTa.
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O uso de extratos com fins medicinais nao ¢ algo novo (Gyllenhaal et al., 2012), e de
fato ha varias formas de se obter extratos de plantas e microrganismos, usando uma infinidade
de substancias, como, por exemplo, acetato de etila, dgua, etanol e metanol. O etanol ¢ uma
Otima substancia para obteng¢ao de extratos por ser considerado um bom solvente de compostos
i0nicos, ser polar, ser miscivel em dgua e em muitos outros compostos organicos, incluindo
acido acético e acetona, e, por possuir uma extremidade apolar, também interage com
substancias apolares (Abubakar & Haque, 2020). Além disso, em estudo previamente realizado
por colaboradores de nosso grupo (Lopes et al., 2020), foi mostrado que o extrato etanolico de
T. asperelloides apresentou uma agdo leishmanicida sobre as formas promastigotas de L.

amazonenses indicando a presenca de compostos biologicamente ativos nesta preparagao.

A triagem de novos medicamentos anticancer ¢ frequentemente realizada por meio de
estudos in vitro e, normalmente, com linhagens de células cancerigenas cultivadas em
monocamada (Kitaeva et al., 2020). Dessa forma, para investigar a citotoxicidade do ExtTa
contra linhagens tumorais humanas e murinas, foi realizada uma triagem utilizando,
inicialmente, 10 tipos celulares (Tabela 1). Na escolha das linhagens tumorais foi considerada
a inclusdo de células derivadas de tumores de diferentes origens embrionarias ¢ de diferentes
tecidos, e células tanto humanas quanto murinas, com o intuito de emprega-las em futuros

estudos in vivo usando os camundongos como modelos.

Como base nos resultados do ensaio MTT, verificou-se que o ExtTa possui efeitos
citotoxicos dependentes da concentragcdo para todas a linhagens testadas. Foi observado que
altas concentracdes do ExtTa sdo necessarias para a a¢do citotoxica nas linhagens ndo tumorais
como evidenciado no ensaio com a linhagem de fibroblasto humano GM637, que apresentou
ICso de 70,62 pg/mL. Comparativamente com as demais células cancerigenas, foi constatado
que as linhagens tumorais A549 e Sal/N sdo as que necessitam de concentracdes mais elevadas
do ExtTa para exercer sua agado citotoxica. As linhagens de glioblastoma (T98G) e de carcinoma
colorretal (HCT116) foram as mais sensiveis a citotoxicidade do ExtTa revelando que o ExtTa

tem uma capacidade substancial de reduzir a viabilidade desses tipos celulares.

Com esses resultados concluimos que a sensibilidade ao ExtTa ¢ dependente do tipo da
linhagem celular e que a variagao encontrada na inibi¢ao do crescimento celular pode ser devido
a especificidade do tecido de origem, das diferentes mutacdes presentes em cada linhagem e
dos componentes do extrato. Neste contexto, sdo justificaveis estudos que busquem, por
exemplo, responder quais os mecanismos relacionados aos efeitos bioldgicos observados no

tratamento com o ExtTa. Exemplificando, no glioblastoma a via fosfoinositida-3-quinase
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(PI3K)/proteina quinase B (AKT)/alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) e a via de p53
estdo frequentemente alteradas nesse tipo de tumor. Outras vias que estdo alteradas no
carcinoma colorretal também podem ser fontes de investigagdao, como a via proteina quinase
ativada por AMP (AMPK)/RNA da proteina quinase (PERK)/fator de iniciacao eucaridtica 2
alfa (elF-2a) e outras relacionadas a apoptose, como o ligante indutor de apoptose relacionado
ao TNF (TRAIL), que podem ser vias envolvidas nos mecanismos de acdo que tornam a

linhagem susceptivel ao ExtTa ou ndo (Le Rhun et al., 2019; Qiu et al., 2022).

Os resultados obtidos até agora sdo animadores visto que, o ExtTa mostrou atividade
citotoxica contra o glioblastoma, um tipo de cancer altamente agressivo caracterizado por
células capazes de infiltrar todo o cérebro, sendo um dos tumores mais agressivos que ocorrem
em humanos (Bryukhovetskiy et al., 2018; Goldsmith, 2019). Apesar dos tratamentos atuais
que envolvem a remogdo cirurgica do tumor primario seguida de radiagdo pos-cirurgica e a
subsequente administracdo de quimioterapia, os resultados geralmente sdo insatisfatorios, ndo
apresentando melhora significativa nas estatisticas de sobrevida de pacientes portadores deste

tipo de tumor (Le Rhun et al., 2019; Osuka & Van Meir, 2017).

Um dos tratamentos recentemente promissores para o glioblastoma foi delineado por
Goldsmith (2019). Esse método envolve a combinag¢do de dois procedimentos cirirgicos: a
resseccao do tumor utilizando 5-aminovolumétrico e a inser¢ao de um omento no cérebro dos
pacientes afetados por esse tipo de cancer. Embora Goldsmith (2019) destaque a relevancia
desses tratamentos, seu estudo ressalta a necessidade premente do desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas (Goldsmith, 2019). Além disso, nossos dados in vitro sugerem a
importancia de investigar o impacto do ExtTa no desenvolvimento dos tumores de glioblastoma
n vivo.

Outro achado promissor neste estudo foi a acdo citotoxica seletiva do ExtTa contra
cé¢lulas HCT116 do carcinoma colorretal humano. O carcinoma colorretal ¢ um dos tumores
malignos mais frequentes e de alto risco de morte em todo o mundo, representando 10,2% de
todos os novos diagnosticos de cancer e 9,2% para mortalidade, sendo a segunda causa de morte
por cancer entre as mulheres, com taxa média de sobrevivéncia de 55% (Bray et al., 2018;

Siegel et al., 2015).

Atualmente, existem vdrios tipos de terapia para o cancer colorretal, incluindo o
quimioterdpico 5-FU combinado ao irinotecano (Hare et al., 2013). No entanto, mesmo os
avancos significativos nos ultimos anos nos medicamentos anticancerigenos para o cancer

colorretal, as células tumorais frequentemente desenvolvem resisténcias multiplas a
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quimioterapia, resultando em recidivas ou tornando as terapias disponiveis predominantemente
paliativas para muitos pacientes (Martin et al., 2021; Qiu et al., 2022). Portanto, novos
medicamentos ou combinagdes sao necessarias para aumentar a eficdcia dos agentes

quimioterapicos, prevenir a progressao e reduzir a mortalidade por esta doenca.

A fim de comparar a a¢do de um quimioterapico ja utilizado na clinica com o ExtTa, foi
feita a investigacao dos efeitos da doxorrubicina (DOX) in vitro em todas as linhagens celulares
deste estudo. Como outros quimioterapicos, a DOX nao ¢ seletiva para as células cancerigenas,
apresentando efeitos colaterais graves, como a cardiotoxicidade, o que ¢ uma grande
preocupacao durante a terapia, limitando seu uso devido a sua toxicidade (Carvalho et al., 2009;
Meredith & Dass, 2016; Rivankar, 2014). Neste trabalho, foram utilizadas oito concentragdes
para avaliar os efeitos citotoxicos de DOX no painel de células escolhidas. Trés das quatro
c¢lulas ndo tumorais testadas neste estudo, sdo sensiveis a DOX apresentando valores de I1Cso
entre 0,01 e 0,04 pg/mL. Essas concentracdes foram menores do que as encontradas para a
maioria das linhagens tumorais analisadas em nosso estudo. A linhagem nao tumorigénica de
rim embrionario humano HEK-293T foi a que se mostrou menos sensivel 8 DOX dentre as
linhagens ndo tumorais testadas. As linhagens de glioblastoma T98G e de melanoma LB373
mostraram ser resistentes a atividade da DOX. Esse resultado nao ¢ inesperado, visto que a
DOX ¢ ineficiente no tratamento desses tipos de tumores, ndo sendo usada na terapia para esses
tipos de cancer. Porém, hé estudos promissores que objetivam reduzir a resisténcia intrinseca
do melanoma a DOX utilizando esse quimioterapico combinado com outras drogas (Licarete et

al., 2020; Salvador et al., 2021).

Neste estudo, observou-se também, que a linhagem de fibrossarcoma HT 1080 foi a mais
sensivel a acdo da DOX, dentre as linhagens tumorais avaliadas. Apesar da DOX ser um dos
tratamentos de primeira linha para o fibrossarcoma, os estudos relatam o carater altamente
agressivo desse tipo tumoral, sua baixa taxa de resposta a quimioterapia e a alta taxa de
recorréncias tumorais, ressaltando a importancia da investigagdo de novas estratégias de

tratamento para esse tipo de cancer (Bao et al., 2014).

Nesta triagem inicial, optamos por utilizar apenas a DOX como quimioterapico de
referéncia. Entretanto, ¢ importante avancar os estudos testando a acdo do ExtTa em
comparag¢do com farmacos mais direcionados para o tratamento dos tumores que originaram as
linhagens celulares avaliadas, como Dacarbazina para as linhagens de melanoma e a

Temozolomida para avaliagdo as linhagens de glioblastoma.
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Como as células tumorais sdo muito parecidas com as células normais do paciente,
apesar de desejavel, ¢ um desafio a descoberta de substancias antitumorais com especificidade
apenas para as cé¢lulas tumorais sem afetar as células ndo tumorais (Indrayanto et al., 2021;

Jamalzadeh et al., 2017).

O Indice de seletividade (IS) é um pardmetro amplamente utilizado para avaliar se ha
diferenca na nocividade de um composto para as cé€lulas ndo tumorais e tumorais em ensaios
de citotoxicidade in vitro. Ele basicamente expressa o quanto mais citotdxico o composto ¢ para
as células tumorais em comparacdo com as ndo tumorais (Indrayanto et al., 2021; Romero-
Arguelles et al., 2022). As linhagens celulares ndo tumorais utilizadas deste estudo sdo as
frequentemente utilizadas para triagens de drogas (Cannella et al., 2020; Hu et al., 2018;
Schwarz et al., 2008; Thonemann et al., 2002). E considerado um resultado significativo quando
um composto antitumoral é, pelo menos, duas vezes mais seletivo para as células tumorais em
comparagdo com as células ndo tumorais (Suffness, M. and Pezzuto). Nossos resultados
indicaram que o tratamento com o ExtTa comprometeu, de forma seletiva, a viabilidade de
alguns tipos de células tumorais: T98G, MDA-MB-231, 4T1, HCT116, WiDr e Saos-2. A
citotoxicidade do ExtTa exibiu seletividade de aproximadamente 2 vezes para as linhagens de
adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231 e 4T1), adenocarcinoma colorretal (WiDr), de
osteossarcoma (Saos-2), de melanoma (LB373) e de fibrossarcoma (HT1080) e foi ainda mais
seletiva para as células de glioblastoma (T98G) e carcinoma colorretal (HCT116), com o IS de
3 a4, o que representa que para essas linhagens o ExtTa pode ser quatro vezes mais citotdxico

para as cé€lulas tumorais do que para as células ndo tumorais.

Esses IS encontrados sdo similares a indices encontrados em outros estudos que
identificaram compostos com promissora atividade antitumoral (Badisa et al., 2009; Musa et
al., 2010). No estudo de Tritripmongkol e colaboradores, por exemplo, o extrato de Kaempferia
galanga Linn. e seu composto ativo foram avaliados sobre células de colangiocarcinoma e os
IS obtidos variaram de 1,78 a 4,44 (Tritripmongkol et al., 2020). Como as células cancerosas
sdo extremamente parecidas com outras c€lulas, os IS de agente antitumorais promitentes sao
bem menores que os encontrados para drogas usadas no tratamento de outros tipos de doengas
causadas por microrganismos, por exemplo (Kaiser et al., 2015; Rocha et al., 2013). Dessa

forma, nossos resultados indicam o potencial uso deste extrato em futuros testes clinicos.

Para comparar a seletividade do ExtTa com um quimioterapico utilizado na clinica, foi
avaliado o IS no tratamento com a DOX para mesmas linhagens. Neste estudo, a DOX

apresentou valores de IS proximos a zero para a maioria das células tumorais em comparacao
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com as células ndo tumorigénicas, o que significa que esse fArmaco foi mais citotoxico para as
células normais do que para cancerigenas. A DOX foi seletiva apenas para a linhagem HT1080

quando comparada com a linhagem nao tumoral de rim HEK-293T.

Ao comparar a seletividade do ExtTa com a DOX, foi observado que, mesmo quando o
IS para o ExtTa era menor que 1, ele foi mais seletivo que a DOX, como observado para as
linhagens A549 e Sal/N, demonstrando que o ExtTa foi mais seletivo que a DOX mesmo nas
linhagens menos sensiveis a sua agdo, destacando seu possivel papel no combate a
multirresisténcia. Esses resultados sdo motivadores, porque uma das caracteristicas esperadas
de um novo agente antitumoral € sua capacidade de eliminar as células tumorais sendo menos
agressivo para as outras células e com um IS superior a de farmacos ja utilizados na clinica, o

que pode resultar em um medicamento com menos efeitos adversos.

A resisténcia a medicamentos anticancerigenos ¢ um processo complexo que resulta,
por exemplo, no desenvolvimento de caminhos alternativos para ativagao do crescimento, nas
mudangas na farmacologia celular, mudancas regulatorias que alteram caminhos de
diferenciagdo e/ou alteracdes na fisiologia local do cancer, como suprimento de sangue,
comportamento de células vizinhas e resposta do sistema imunoldgico. Esses mecanismos
especificos sao facilitados pelas marcas intrinsecas do cancer, como heterogeneidade da massa
tumoral, redundancia de caminhos promotores de crescimento, aumento da taxa de mutagao,
reprogramagdes epigenéticas, e a variagdo dindmica do comportamento tumoral no tempo e no

espaco (Gottesman et al., 2016; Hanahan, 2022).

Além dessa resisténcia ao tratamento, que ¢ frequentemente observada, a baixa
seletividade das drogas antitumorais, resultando em efeitos adversos, ¢ uma das razdes para
emprego de terapias multimodais. Isso visa encontrar combinag¢des de medicamentos que
apresentem uma seletividade maior para as células tumorais do que para as cé€lulas normais.
Além disso, essa abordagem ¢ uma forma de lidar com a heterogeneidade presente nos tumores

(Gottesman et al., 2016; Zagidullin et al., 2019).

Como tornar o tratamento do cancer mais personalizado ¢ mais eficaz continua sendo
um dos grandes desafios do sistema de satde. As combinagdes de farmacos sinérgicos
multidirecionados podem fornecer respostas clinicas eficazes e sustentadas (Lawrence et al.,
2014; Zagidullin et al., 2019). Com este intuito, foram avaliados os efeitos da combinagdo do
ExtTa com a DOX nas linhagens tumorais de adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 e 4T]1,

de osteossarcoma Saos-2 e de fibrossarcoma HT1080. E importante destacar que nem toda
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relacdo entre duas moléculas com agdo citotoxica sera sinérgica. Os mecanismos de morte
celular induzidos por moléculas citotoxicas frequentemente apresentam semelhangas, e
algumas propor¢des entre essas moléculas podem resultar na inibigao desse processo, ao passo
que outras podem potencializa-lo. Além disso, deve-se ater a quais proporgdes a combinagao

gera ganho de atividade (Chou, 2006).

Em nossos resultados, o tratamento simultaneo com ExtTa e DOX revelou agao
citotoxica sinérgica na linhagem osteossarcoma Saos-2, sugerindo que essa combinagdo poderia
potencializar o efeito quimioterapico da DOX. Além disso, observou-se uma reducdo favoravel
da dose (DRI>1) conforme mostrado na Figura 19d, permitindo uma redug¢ao de até 6,63 vezes
na dose de DOX (Tabela 8). Dessa forma, ¢ possivel alcancar o0 mesmo efeito citotoxico com
uma concentracdo menor de DOX quando associado ao ExtTa. Considerando que a
administracdo cumulativa de DOX, o quimioterdpico de eleicdo no tratamento do
osteossarcoma, estd associada a efeitos toxicos, especialmente cardiotoxicos, essa reducao de
dose pode proporcionar beneficios significativos. Assim, nossos dados apontam o potencial uso
do ExtTa como adjuvante na quimioterapia do osteossarcoma baseada em DOX, promovendo
uma abordagem terapéutica mais seletiva e eficaz, com reducao de efeitos adversos indesejaveis

e recorréncia tumoral (Chou, 2006; Kazantseva et al., 2022).

Apesar de o 5-FU ser um agente anticancer importante no tratamento do cancer
colorretal, a resisténcia a medicamentos e os efeitos adversos associados a dose restrita limitam
a eficacia do tratamento e consequentemente a qualidade de vida dos pacientes (Onar et al.,
2023). Com o objetivo de desenvolver uma estratégia inovadora para enfrentar esse desafio,
investigamos a combinagdo do ExtTa com o 5-FU nas linhagens de cancer colorretal HCT116
e WiDr. Quando o 5-FU foi coadministrado com o ExtTa, sua atividade citotoxica nas células
HCT116 aumentaram significativamente em compara¢@o com o uso isolado, conforme indicado
pelos CI encontrados (Tabela 10 e Figura 23). Essa combinacdo também resultou numa
redugdo favoravel na dose de cada composto. Ao potencializar a eficcia terapéutica dos agentes
convencionais por meio de combinagdo, € possivel alcangar resultados positivos, como manter
ou ampliar a eficicia sem causar toxicidade devido a reducdo da dose, como também atingir os
diferentes tipos de células tumorais que compde o tumor, impedindo ou retardando a resisténcia
a terapia. Esses resultados corroboram a ideia de que uma abordagem terapéutica combinada
com o ExtTa representa uma estratégia promissora para diminuir a dosagem terapé€utica de
agentes quimioterapicos de agentes quimioterapicos (Crystal et al., 2014; Dagogo-Jack &

Shaw, 2018).
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Com o objetivo de investigar preliminarmente quais os mecanismos moleculares
subjacentes a resposta citotoxica observadas nas linhagens tumorais, foi realizada uma
avaliagcdo por RT-qPCR da expressao de um painel de genes apos o tratamento com o ExtTa
nas linhagens de glioblastoma T98G e carcinoma colorretal HCT116. Para analise, foram
escolhidos genes alvos frequentemente alterados nas células tumorais e estdo associados a
varias vias de sinalizag¢do celular e processos biologicos que desempenham papéis cruciais na
apoptose (BAX e BCL-2), na proliferagao e sobrevivéncia celular (MAPK1, mTOR, AKT e
MYC), no ciclo celular e controle de proliferagdo (CDKN1A), nos fatores de crescimento e
sinalizagao celular (EGF).Os resultados mostram que a expressao do gene anti-apoptotico BCL-
2 aumentou como resultado do tratamento com o ExtTa na linhagem T98G. Os genes BCL-2 e
BAX sao conhecidos como reguladores da apoptose, com BAX promovendo e BCL-2 inibindo
esse processo. O equilibrio entre esses genes € crucial para determinar a sobrevivéncia ou morte

celular. Um aumento de BAX e/ou diminui¢ao na expressao de BCL-2 podem favorecer a morte

celular programada, o que ¢ desejavel no tratamento do cancer (Qian et al., 2022).

O aumento observado em BLC-2 apds o tratamento pode ser influenciado por varios
fatores, tendo implicagdes distintas como uma resposta adaptativa que ativa vias de
sobrevivéncia para evitar a apoptose, a selecdo de variantes resistentes que expressam niveis

mais altos de BCL-2, ou até mesmo devido a variagdes experimentais.

Os dados revelaram também que o tratamento com o ExtTa na linhagem HCT116
regulou positivamente os niveis de expressdao de MAPK1. Este gene, também conhecido como
ERK2, desempenha um papel na via de sinalizagio MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), que est4 envolvida no controle do crescimento celular, diferenciagdo e sobrevivéncia.
O aumento da expressdo de genes pertencentes a essa via pode estar correlacionado com o

desenvolvimento e progressao do cancer (D. Ji et al., 2018).

A ativagdo da expressdao do gene MAPK1 pode estar associada a diversas causas. Se o
tratamento envolver inibidores da via MAPK, as células podem desenvolver resisténcia,
manifestando um aumento na expressao de MAPKI1 para superar a inibigdo e assegurar a
sobrevivéncia. Outro possivel mecanismo relacionado ¢ a compensagdo adaptativa, que surge
pela inibi¢do de outros genes na via MAPK, culminando em um aumento na expressdao de
MAPKI1. Além disso, a variabilidade intrinseca na biologia das células tumorais pode resultar

em diferentes respostas.
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Apesar da relevancia desta primeira investigacao sobre o possivel mecanismo de agdo,
que identificou alteragdes na expressdo génica influenciadas pelo tratamento, sabemos que a
regulacao pos-transcricional e as modificagdes proteicas podem desempenhar um papel
importante na resposta celular. Dessa forma, ¢ necessario replicar os experimentos e validar
funcionalmente essas alteragdes, verificando seu impacto real nas vias bioldgicas e sobre a

proliferagdo celular,

Frequentemente, as vias biologicas sao reguladas por uma rede complexa de genes inter-
relacionados, destacando a importancia de uma analise abrangente que inclua um conjunto mais

amplo de genes para compreender de forma extensiva o mecanismo de acdo em questao.

Além disso, ¢ fundamental considerar essas limitagdes e reconhecer a necessidade de
testes adicionais para validar e expandir as descobertas. Analisar o impacto do tratamento por
outros ensaios, como ensaios de apoptose e estresse oxidativo, analise de proteinas, e avaliagao
de alteracdes morfoldgicas, podem oferecer uma perspectiva mais completa, superando as
limitacdes inerentes ao estudo inicial. Essas abordagens adicionais sdo cruciais para permitir
uma identificacdo de alvos moleculares especificos dos efeitos do tratamento e garantir a

robustez e generalizacdo dos resultados obtidos.

Para prosseguir na investigagdo do mecanismo pelo qual o tratamento com o ExtTa
exerce efeito citotoxico, realizou-se uma analise do ciclo celular. O ciclo celular eucariético
compreende quatro fases sequenciais: G1, S, G2 e M. Durante a replicagdo celular, a duplicagao
do DNA ocorre na fase S, enquanto a segregagdo dos cromossomos e a divisdo celular
acontecem na fase M. As fases G1 e G2 proporcionam a célula tempo para crescer e duplicar
organelas. A intérfase engloba as fases G1, S e G2. Durante as fases G1 e G2, a célula monitora
0 ambiente para garantir condi¢des favoraveis antes de prosseguir para as fases S e M. A fase
G1 ¢ critica, pois as células podem atrasar o ciclo ou entrar em estado de quiescéncia (GO) se
as condicdes ndo forem ideais (Alberts et al., 2002). Checkpoints do ciclo celular sdo
mecanismos bioquimicos que asseguram a fidelidade na replicagdo, reparo e divisao celular,
permitindo pausas temporarias para reparo de danos, dissipacao de estresse ou disponibilidade
de fatores essenciais. A sinaliza¢do desses checkpoints pode também induzir a morte celular
programada se o dano for irreparavel. Defeitos nesses checkpoints podem resultar em mutagdes
genéticas, danos cromossdmicos e aneuploidia, contribuindo para a carcinogénese. Inibidores

como os da familia INK4, por exemplo, atuam nos checkpoints de ciclo celular, especialmente
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na fase G1, sendo genes supressores de tumor cruciais, cujas mutacdes de perda de funcao

podem desencadear carcinogénese (Pietenpol & Stewart, 2002).

A andlise do efeito do ExtTa no ciclo celular da linhagem T98G indicou um aumento
de células na fase GO/G1 e uma diminuicao de células nas fases S e G2/M em comparagao com
o controle, apos 24 horas (Figura 28). Esses achados sugerem uma possivel interrup¢ao do
ciclo celular na fase GO/G1, indicando a ativagdo dos checkpoints para avaliagdo, possivelmente
desencadeando sinalizacdo para a via de morte celular programada e levando as células a
apoptose. Esses resultados sdo promissores, considerando a importancia bioldgica do ciclo
celular na regulagdo da proliferagdo celular. A desregulagdo do ciclo celular esta fortemente
relacionada a transformagdo maligna, tornando as substancias direcionadas a inibi¢do do

processo mitotico uma area de pesquisa anticancer amplamente explorada.

Em conexao com isso, notou-se que o ExtTa aparenta promover parada no ciclo celular
das células HCT116 ap6s 48 horas, evidenciando um aumento significativo na porcentagem de
células na fase GO/G1 de 68,73% do grupo controle para 77,4% no grupo tratado. No entanto,
ao contrario do que foi observado na linhagem T98G, ndo foram identificadas diferengas

estatisticas nas fases S e G2/M, como visto anteriormente.

E importante salientar que, apos 48 horas de tratamento com ExtTa na linhagem T98G
e 24 horas na linhagem HCT116, ndo foram registrados efeitos sobre as fases do ciclo celular
em comparacdo com o grupo nao tratado. Este padrdo sugere que o tempo necessario para que
o tratamento exerc¢a efeito no ciclo celular pode variar entre essas linhagens celulares. Para
esclarecer se de fato ocorre a parada no ciclo celular, sio necessarios mais experimentos,
incluindo a replicacdo deste estudo e a avaliagdo do impacto em diferentes concentragdes e
periodos de exposicdo. Além disso, ¢ crucial investigar se a morte celular induzida é por

apoptose ou por outro mecanismo, utilizando diferentes marcadores.

Embora esses dados sejam preliminares e caregam de confirmagdo, eles se revelam
promissores, dado o aumento significativo das células na fase GO/G1. Essa eficaz parada nessa
fase do ciclo pode ser benéfica para conter a proliferagdo descontrolada, especialmente em
células que possam apresentar anormalidades genéticas ou outros sinais de transformagdo
maligna. Essa descoberta pode, portanto, oferecer alternativas para desenvolvimento de
estratégias terapéuticas interessantes para inibir o crescimento tumoral e induzir a morte de
células tumorais, embora seja necessario realizar mais investigacoes para validar esses achados

preliminares.
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Concomitantemente a este trabalho, nossa equipe conduziu estudos para avaliar a
toxicidade aguda oral in vivo do ExtTa, buscando determinar uma dose eficaz para testes, bem
como investigar a seguranca da administracao do ExtTa em camundongos (Pereira, 2023 —
dissertacao). Os resultados do ensaio de toxicidade oral aguda in vivo confirmaram que a LD50
do ExtTa esta situada entre 300 a 2.000 mg/kg, classificando o ExtTa na categoria 4 do Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Substincias Quimicas (GHS).
Essa classificacdo indica que o ExtTa apresenta um baixo potencial de risco de toxicidade.
Adicionalmente, [zabela Pereira também demonstrou em sua dissertacdo que o ExtTa ¢ eficaz
na inibi¢do do crescimento do tumor de mama induzido pela inoculagdo de células 4T1 em
camundongos, apresentando-se como uma alternativa menos prejudicial a saude e ao bem-estar

dos animais quando comparada a DOX (Pereira, 2023 — dissertacao).

Todos esses achados enfatizam a importancia de dar continuidade a investigagdo e a
identificacdo dos componentes ativos presentes no ExtTa que sdo responsaveis pela atividade
antitumoral observada em nossos resultados. Com base nessas consideracdes, estudos
direcionados para a identificacdo da substancia ativa responsavel pelo efeito observado, bem
como a sua purificagdo, permitirdo uma exploracdo mais aprofundada do mecanismo de agao,
farmacologia e toxicidade. Essa abordagem possibilitard uma compreensao mais abrangente da
acdo citotoxica do ExtTa. Adicionalmente, o isolamento e purificacdo do(s) componente(s)
ativo(s) também possibilitard eliminar as possiveis variagcdes decorrentes das distintas

preparagdes do extrato bruto que podem ser responsaveis por variagdes na sua atividade.

Para iniciar essa caracterizacdo e isolamento, foi feito a quantificacdo de proteinas do
extrato bruto e foi observado que 2% do ExtTa ¢ composto de proteina. Em seguida, o ExtTa
foi fracionado por FPLC. Essa técnica ¢ geralmente utilizada na purificagdo de polimeros a
partir de misturas complexas. A cromatografia liquida apresenta uma fase liquida mével e uma
fase estaciondria, que pode apresentar uma resina composta por esferas de agarose com
diferentes ligantes, dependendo do tipo de afinidade utilizada para a purificacdo, podendo ser
baseada no tamanho das macromoléculas, hidrofobicidade, distribuicao de cargas, fase reversa

ou cromatografica (Niessen et al., 20006).

O resultado do fracionamento com base no tamanho molecular por FLPC, gerou 54
fracdes em uma faixa de massa molecular variando entre, aproximadamente, 41 e 4 kDa. Essas
fragdes serdo utilizadas em estudos futuros na avaliagdao de citotoxicidade nas linhagens que

apresentarem maior sensibilidade ao extrato bruto na triagem inicial deste estudo. Esse
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fracionamento € importante para as proximas etapas de identificagdo e purificacdo do possivel

composto com o principio ativo presente.

A anadlise do espectro de FTIR (Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier) ¢ valiosa para identificacdo de grupos funcionais especificos, proporcionando uma
visdo detalhada da composi¢ao quimica de uma amostra. Ao examinar o espectro resultante do
extrato bruto, evidencia-se uma complexidade molecular que inclui a presenca de proteinas,

carboidratos e polissacarideos.

Na analise mais detalhada das fragdes do ExtTa, observou-se uma distingao nitida entre
dois grupos. Um destes grupos exibe bandas que sugerem a presenca de proteinas e grupos
amida, enquanto o outro revela vibragdes de estiramento indicativas de compostos ricos em
carboidratos. A notavel separagdo dessas fragdes em categorias distintas ressalta a capacidade
da técnica FTIR em discernir entre diferentes classes de moléculas na amostra. A fragdo 7, por
sua vez, apresenta uma mistura dessas estruturas quimicas, revelando a coexisténcia de bandas
caracteristicas tanto de proteinas quanto de carboidratos. Essa dualidade sugere uma
complexidade molecular Uinica nessa fragcdo, com implicacdes significativas para aplicagdes
potenciais. Esses resultados proporcionardo prosseguimento no processo de pesquisa para
identificar em quais fragdes especificas se encontra o composto com atividade citotoxica no

extrato bruto, simplificando assim o subsequente isolamento desse(s) componente(s).

Esses resultados sdo particularmente encorajadores, especialmente a luz da busca por
novos agentes quimioterdpicos. A énfase na investigagdo de moléculas maiores, como
proteinas, ¢ respaldada por sua capacidade de a¢do mais especifica, minimizando potenciais
efeitos indesejaveis. A rica diversidade quimica evidenciada no espectro FTIR do extrato e suas
fracdes ressalta o potencial desses compostos para desdobrar propriedades terapéuticas
valiosas, destacando a importancia desses resultados no contexto da pesquisa farmacéutica

(Basak et al., 2022).

Nossa equipe de pesquisa esta atualmente direcionando seus esfor¢os para avangar na
caracterizagdo, isolamento e purificagdo dos compostos ativos responsaveis pela atividade
antitumoral. Utilizando uma variedade de abordagens, como Cromatografia de Permeacdo em
Gel (GPC), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectroscopia de Massa (MS),
buscamos obter informagdes detalhadas sobre a composi¢do bioquimica do extrato. Essas
técnicas avangadas nos permitirdo aprofundar nossa compreensdo dos compostos presentes e

aprimorar nosso conhecimento sobre seu potencial terapéutico.
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7 CONCLUSAO

O ExtTa apresenta citotoxicidade seletiva contra as linhagens celulares derivadas de
glioblastoma e carcinoma colorretal T98G e HCTI116 além de efeito sinérgico com
quimioterapicos ja usados na clinica sobre as linhagens de osteossarcoma Saos-2 e carcinoma
colorretal HCT116, e pode representar uma fonte importante de nova(s) molécula(s) com
atividade antitumoral, candidatas para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas
antitumorais, ampliando as opg¢des de tratamento e combinac¢des de quimioterapicos. Esta
descoberta pode contribuir ndo apenas para reducdo de doses e sintomas adversos indesejaveis,
mas também a otimizagdo da eficacia global dos tratamentos, proporcionando avangos

significativos no enfrentamento do cancer.

8 PERSPECTIVAS E PROXIMAS ETAPAS

Os estudos com o género Trichoderma para aplicagdo clinica sdo recentes e, portanto, a
identificagdo e caracterizacdo dos compostos provenientes destes fungos sao limitados e ainda
estdo sendo elucidados. Nosso grupo ¢ o primeiro a mostrar atividade antitumoral em
compostos proveniente de preparagdes oriundas da espécie Trichoderma asperelloides.
Considerando os resultados obtidos, varias perspectivas poderdo advir dos resultados obtidos

desta pesquisa, como:

- Descoberta de novas moléculas candidatas isoladas do extrato do fungo Trichoderma

asperelloides com atividade biologica antitumoral para serem testadas em ensaios pré-clinicos;

- Possibilidade de melhoramento das propriedades farmacologicas das novas moléculas
identificadas a partir do extrato fingico empregando-se ferramentas de bioinformatica
estrutural aplicada a modelagem e desenho de drogas terapéuticas para gerar produtos de

interesse na area da saude humana e animal;

- Geragao de dados cientificos inéditos que contribuirdo na area tanto da busca de novas
moléculas antitumorais quanto na caracterizagdo de fungos do género Trichoderma que
resultardo em producdo de artigo de qualidade internacional a ser publicado em revista

cientifica;
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Para alcancar essas perspectivas, as proximas abordagens experimentais do nosso grupo

serao:

- Testar a susceptibilidade das linhagens celulares de glioblastoma e carcinoma colorretal aos
efeitos citotoxicos das fragdes ExtTa, pelo método MTT, e calcular o IS das fra¢des, como
também comparar a acdo dessas fragdes com a citotoxicidade e a seletividade para células

tumorais com quimioterapicos utilizados na clinica;

- Caracterizar a composicao e a estrutura molecular dos componentes presentes no ExtTa por

Cromatografia de Permeac¢do em Gel (GPC) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);

- Isolar, identificar e purificar por eletroforese em gel, espectrometria de massa ¢ abordagens
de bioinformatica, os possiveis principios ativos presentes nas fracdes do ExtTa que

apresentarem efeito citotoxico com seletividade para as células tumorais;

- Testar a susceptibilidade das linhagens celulares de glioblastoma e carcinoma colorretal as
fragdes aos efeitos citotdxicos dos principios ativos isolados das fragdes que apresentaram

maior citotoxicidade e calcular o IS dessas moléculas que apresentarem efeitos citotoxicos;

- Caracterizar os mecanismos de acgdo relacionado a citotoxicidade e as vias de sinalizac¢ao
envolvidas nos efeitos biologicos observados do ExtTa, das fragdes e dos principios ativos

isolados;

- Avaliar o potencial efeito antitumoral do ExtTa e dos principios ativos isolados in vivo
induzindo tumores de glioblastoma e carcinoma colorretal em camundongos, em diferentes

doses e vias de administracao.
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APENDICE

Tabela S 1 - Valores da concentracio inibitoria (IC50) para as linhagens celulares
tratadas com ExtTa e DOX

LINHAGEM RESULTADOS ICs, (ng/mL)
CELULAR = = = - = =
ExtTa DOX ExtTa DOX ExtTa DOX ExtTa DOX ExtTa DOX ExtTa DOX
Saos-2 7348 0,54 1923 0,01 1934 0,07 2407 019 63,88 017 na na
T98G 1480 475 5562 11,74 1543 12,82 2017 17,19 na na na na
WiDr 1574 529 6,67 033 21,78 406 33,89 12,52 2688 031 4797 28,74
Sal/N 159,50 0,55 34,62 047 4334 011 6528 0,15 5689 026 6807 0726
NIH/3T3 4030 na 30,53 001 3307 002 4872 025 na na na na
4T1 72,00 0,02 4488 034 3533 0,57 31,86 025 5946 0,13 3932 024
HCT116 11,01 054 38 097 131 035 2572 0,12 1924 025 1749 028
1929 4846 0,17 2795 015 1525 004 113,10 0,03 4292 008 3542 0,04
MDA-MD-293 | 1846 0,59 29,11 0,54 4498 021 4722 047 6454 077 na na
HT-1080 12,79 0,08 30,17 005 2094 003 2757 004 na na na na
LB373 17,03 0,07 40,09 0116 3567 261 73,18 1,64 3707 604 3619 6,15
A549 102,30 0,11 6439 053 4224 002 6236 043 6007 038 3974 0,08
GM637 41,70 0,07 1937 006 6859 002 6805 0,03 77,17 0,08  na na
HEK-293T | 41,70 0,07 31,06 0,19 6802 0,16 4649 029 5541 077 na na
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Figura S 1 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular GM637
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GM637 - DOX GM637 - DOX GM637 - DOX GM637 - DOX GM637 - DOX
Dose (ug/mL) Viabilidade (36) Dose (ug/mL)  Viabilidade (%) Dose (ug/mlL)  Viabilidade (%) Dose (ig/ml)  Viabilidade (%) Dose (pg/mL)  Viabilidade (%)
30 12,34 62,5 2,81 30 1,26 30 0,45 30 0
3 13,61 6,25 9,53 3 o 3 0,91 3 3,06
0,3 25,20 0,625 9,36 0,3 0 0,3 0 0,3 16,07
0,03 51,67 0,0625 60,26 0,03 38,18 0,03 50,62 0,03 69,51
0,003 73,64 0,00625 79,21 0,003 80,37 0,003 87,65 0,003 86,41
0,0003 7642 0,000625 88,30 0,0003 85,58 0,0003 85,15 0,0003 87,89
0,00003 80,30 0,0000625 92,91 0,00003 86,08 0,00003 79,61 0,00003 91,74
0,000003 77,44 0,00000625 116,53 0,000003 97,21 0,000003 80,90 0,000003 36,30

Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliaggo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.



Figura S 2 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular HEK-293T
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08 21,21 25 44,40 25 80,79 25 86,81 25 88,49
0,08 77,40 12,5 61,95 12,5 83,48 12,5 98,48 12,5 88,75
0,008 79,72 6,25 79,05 6,25 24,41 6,25 92,28 6,25 92,33
0,0008 78,68 3,125 81,13 3,125 99,99 3,125 96,17 3,125 98,37
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HEK-293T - DOX HEK-293T - DOX HEK-293T - DOX HEK-293T - DOX HEK-293T - DOX
Dose (ug/mL)  Viabilidade (%) Dose (pg/mL)  Viabilidade (%) Dose (ug/mL)  Viabilidade (%) Dose (ug/mL)  Viabilidade (%) Dose (ug/mL)  Viabilidade (%)
30 12,34 30 8,63 30 22,85 30 12,10 30 21,78
3 13,61 3 48,46 3 29,25 3 21,60 3 40,31
03 25,20 0,3 54,35 0,3 52,46 0.3 53,26 0,3 57,43
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0,000003 77,44 0,000003 99,80 0,000003 50,00 0,000003 106,82 10,000003 103,58

Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliaggo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.
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Figura S 3 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular NIH/3T3
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como

controle de sobrevivéncia.

Figura S 4- Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a

linhagem celular L.929
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICsy do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliago de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como

controle de sobrevivéncia.
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Figura S 5 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a

linhagem celular T98G
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da
viabilidade encontrada nos ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliacao de
citotoxicidade em triplicata biologica pelo método de MTT por 48 h. Células sem tratamento
(apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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Figura S 6 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a linhagem
celular MDA-MB-231
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MDA-MB-231 - DOX MDA-MB-231 - DOX MDA-MB-231 - DOX MDA-MB-231 - DOX MDA-MB-231 - DOX
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICs, do
ExtTa (Painel A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da
viabilidade encontrada nos ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliacao de
citotoxicidade em triplicata biologica pelo método de MTT por 48 h. Células sem tratamento
(apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como controle de sobrevivéncia.

Figura S 7 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular 4T1
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICsy do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padréo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliaggo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.



Figura S 8 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a

linhagem celular A549
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliag@o de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como

controle de sobrevivéncia.



Figura S 9 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a

linhagem celular HCT116
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.

Figura S 10 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular LB373
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICsy do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliagdo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.

Figura S 11 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular Sal/N
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Curvas de dose-resposta de inibicdo obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliago de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.
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Figura S 12 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular HT1080
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7,21 18,59 20 5,28 20 0,55 20 7,31
0,721 14,84 2 32,75 2 18,17 2 29,33
0,0721 58,88 0,2 28,41 0,2 12,21 0,2 27,57
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade encontrada nos
ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliaggo de citotoxicidade em triplicata biologica pelo
método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram utilizadas como
controle de sobrevivéncia.

Figura S 13 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a
linhagem celular WiDr
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Curvas de dose-resposta de inibi¢ao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B). Curvas de dose-resposta de inibi¢ao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo
de ICso média dos ensaios (Painel C). Barras de erro: desvio padrdo. Dados brutos da viabilidade
encontrada nos ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliagao de citotoxicidade em triplicata
biologica pelo método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram

utilizadas como controle de sobrevivéncia.

Figura S 14 - Replicatas dos ensaios de citotoxicidade do ExtTa e da DOX para a linhagem
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Curvas de dose-resposta de inibi¢do obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para calculo de ICso do ExtTa (Painel
A) da DOX (Painel B) Curvas de dose-resposta de inibi¢ao obtidas pelo GraphPrism 8.0.1 para célculo
de ICso média dos ensaios (Painel C). Barras de erro: desvio padrao. Dados brutos da viabilidade
encontrada nos ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular. Avaliagdo de citotoxicidade em triplicata
bioldgica pelo método de MTT por 48 h. Células sem tratamento (apenas com o meio de cultura) foram
utilizadas como controle de sobrevivéncia.
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