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RESUMO

O cancer é uma doenca multifatorial que pode acometer qualquer individuo, independente da
classe social, econbmica, raca e regido geografica e que onera bastante o sistema de saude.
E imprescindivel o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e com menores efeitos
adversos e estudos visando avaliar o potencial terapéutico de novas substéncias antitumorais
sdo de suma importancia. Principios ativos tém sido isolados com sucesso de fontes naturais
como plantas e microrganismos. O quimioterapico rapamicina, por exemplo, é um antibiéticos
isolado de microrganismos. Trichoderma asperelloides € um fungo micoparasita saprofito,
heterotréfico, cosmopolita, envolvido no processo de reciclagem de nutrientes e regulagéo da
microbiota associada ao solo que tem sido utilizado como biocontrole de fitopatégenos, em
substituicdo ao uso de fungicidas quimicos. Principios ativos com atividade microbicida,
antiviral, imunomodulatéria e antitumoral ja foram isolados do extrato de fungos do mesmo
género (T. viride T. harzianum e T. asperellum). Nao ha estudos, entretanto, reportando
moléculas antitumorais derivadas de T. asperelloides. O objetivo deste projeto foi avaliar o
efeito biologico do extrato etandlico do fungo T. asperelloides (ExtTa) e de suas fracdes sobre
linhagens celulares derivadas de adenocarcinoma de mama humanoo (MDA-MB-231 e
MCF7) e murino (4T1). O extrato total de hifas e esporos (ExTa) foi obtido em etanol 95% e
as fragbes isoladas por FPLC. Verificou-se por SDS-Page uma predominancia de proteinas
de massa molecular entre 30 e 3,5 kDa e de glicoproteinas (colorag@o de Schiff) no extrato.
Os efeitos bioldgicos do extrato e de suas fragées foram avaliados in vitro em linhagens de
adenocarcinoma de mama Nos ensaios de viabilidade celular utilizando o MTT, foi observada
toxicidade para as células tumorais, sendo a MDA-MB-231 mais sensivel apresentando indice
de seletividade (IS) de 1,6 em comparacdo com a linhagem ndo tumorigénica de fibroblasto
humano GM637. As fracdes 4.1 e 5.2 do extrato apresentaram IS ainda maior de 1,96 e 1,92,
respectivamente. A acdo do ExtTa ndo envolve o aumento da producdo de ROS (avaliacédo
utilizando a sonda DFCH-DA), entretanto ele induz parada na fase GO-G1 e reducéo de
células MDA-MB-231 na fase S (avaliado por citometria de fluxo). Foi observado por
microscopia eletrénica de transmissao um aumento na producao de vacuolos autofagicos nas
linhagens MDA-MB-231 e GM637, apds o tratamento com ExtTa. Os resultados sugerem que
o extrato de T. asperelloides possui potencial citotéxico contra linhagens tumorais, promove
parada do ciclo celular e formacgé&o de vacuolos autofagicos na linhagem de adenocarcinoma
mamario MDA-MB-231.

PALAVRAS-CHAVE: Trichoderma asperelloides, cancer, citotoxidade, ciclo celular, autofagia.
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ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease, with the potential to assail any individual, with no regards to
social class, religion, race or place. The development of effective forms of cancer treatment,
with minor side effects is of extreme relevance due to the importance of this disease in the
world and its excessive cost to the public health system. Therefore, the discovery and
evaluation of new therapeutic substances is highly regarded. Many of the active principles
being studied today were isolated from natural resources, such as plants and microorganisms.
In fact, a few of the chemotherapy drugs largely deployed in the medical facilities, like the
rapamycin, are antibiotics produced by fungi or bacteria. The fungus Trichoderma
asperelloides is a saprophytic, heterotrophic and cosmopolite micoparasite, related to the soil
nutrient recycling and regulation that has been used as a mean of biocontrol of
phytopathogens, replacing the chemical fungicides. Active principles with bactericide, antiviral,
imunomodulator and antitumoral properties have already been isolated in fungi of this same
genre (T. viride, T. harzianum and T. asperellum). However, there has been no studies
regarding antitumoral molecules in the T. asperelloides extract. The aim of this project was to
evaluate the biological effects of the etanolic extract of the T. asperelloides (ExtTa) fungus and
its fractions on human (MDA-MB-231 and MCF7) and mouse (4T-1) breast tumor cell lineages.
The hyphae and spore extract was made with 95% ethanol and the fractions were separated
by FPLC. Using BCA (bicinchoninic acid) and DNS (dinitrosalisilic acid) 40,00 mg/ml and
139,07 mg/ml of protein and 7,08 mg/ml and 10,20 mg/ml of carbohydrates were isolated in
ExtTa 1 and 2 respectively. SDS-Page of the protein showed that most of the proteins
presented a mass between 30 and 3,5 kDa and the Schiff staining showed predominance of
glycoproteins. Cellular viability MTT assay showed that the extracts had high toxicity to tumor
cells. The non-tumor human fibroblast lineage GM637 was used to determine the selectivity
index (SI) and MDA-MB-231 was the most susceptible cell line. Fractions 4.1 and 5.2 showed
a higher IS (1,96 and 1,92 respectively). The influence of ExtTa on the oxidative stress was
measured using a DFCH-DA probe, which showed no influence over the production of ROS.
Also, flow cytometry showed that the ExtTa seems to induce GO-G1 cell cycle arrest and
reduction of the number of MDA-MB-23 cells in S phase. An increase on the number of
autophagic vesicles in both MDA-MB-231 and GM637 lineages was observed through ETM
(electronic transmission microscopy), after the treatment with ExtTa. These results suggest
that the T.asperelloides has a cytotoxic potential against tumor cells and biological effects on

cycle cell arrest and autophagy vesicle formation on the adenocarcinoma MDA-MB-231.

Keywords: Trichoderma asperelloides; cancer; cytotoxity; cell cycle; autophagy
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1 - INTRODUCAO
1.1 O Cancer

Relatos registrados relacionados a condi¢do patologica referida como cancer na civilizacao
datam desde tempos remotos e remontam 3 mil anos a.C (A.C.S., 2014). O termo “cancer”
tem sua origem atribuida a Hipocrates (460-370 a.C.), considerado “pai da medicina”, que
utilizou os termos “carcinos” e “carcinoma” para descrever tumores, devido a semelhancga dos
vasos sanguineos a patas de caranguejos. Posteriormente, Galeno (130-200 a.C.) utilizou o
termo “oncos” para descrever tumores com base no inchago caracteristico observado nesta
doenca.(Gallucci, 1985; A.C.S., 2014)

De acordo com o INCA (Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva) (Inca,
2014) , o “Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum
o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e o6rgaos”. Os tumores,
entretanto, ndo sdo apenas massas de células em proliferagdo, mas um complexo tecidual
formado por diversos tipos celulares, que interagem entre si (Hanahan e Weinberg, 2011).
Sendo assim, o entendimento da biologia dos tumores néo pode ser simplesmente a partir da
enumeracao dos tracos comuns observados em células cancerigenas, mas também pela
compreensdo das contribuicbes provenientes do microambiente associado ao tumor.
(Hanahan e Weinberg, 2011).

O inicio da carcinogénese tem como fundamento principal a ocorréncia de mutacdes em
genes-chave causadas por multiplos agentes carcinogénicos. Tais genes-chave podem ser
caracterizados em 3 grupos: proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo
do DNA (Parsa et al., 2016;Gerger et al., 2007).

Os proto-oncogenes sao genes cuja funcao normal na célula estéa relacionada ao controle da
divisao celular. Geralmente Alteracdes no material genético desses genes os transformam em
oncogenes, 0 que perpetua a célula no ciclo celular, fazendo-a se dividir repetidamente e sem
controle. Entre 0s proto-oncogenes mais reconhecidos, se encontram o Receptor-2 do fator
de crescimento epidérmico humano (HER-2), fator de transcricdo bHLH (MYC) e ciclina D1
(CCND1)(Parsa et al., 2016).

Os genes supressores de tumor estdo envolvidos com o controle de “parada” no ciclo celular.
Ao sofrer mutagdes podem perdem sua capacidade de promover a parada no ciclo celular, e
se a maquinaria celular ndo é capaz de descobrir e reparar danos no DNA pode gerar novas
mutacbes e mais alteracdes no fendtipo da célula, acumulando caracteristicas tipicas de
células cancerigenas. Um exemplo de gene supressor de tumor € o proteina de tumor p53

(TP53), que é responsavel pelo comando de parada da proliferacdo celular quando séo
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detectados erros na replicacdo do DNA, caso ndo seja possivel a correcdo, entéo é realizada
a sinalizacdo para a célula seguir para apoptose (Ingvarsson, 2001) . Os genes BRCAL e
BRCA2 sdo outros exemplos de genes supressores de tumor em que a mutacdo é
herdada(Miki et al., 1994; Wooster et al., 1994)

A carcinogénese é um processo lento, podendo levar muitos anos até que uma célula
cancerigena dé origem a um tumor que seja detectavel. No processo de carcinogénese
células normais podem evoluir progressivamente para um estado neoplasico, e, ao longo
dessa progressao, adquirir, em sucessao, marcas caracteristicas que conferem a capacidade
de se tornarem tumorigénicas e malignas (Hanahan e Weinberg, 2011). Essas marcas sao: a
capacidade de sustentacdo de sinais de proliferacdo; escape da acdo de supressores de
crescimento, dos mecanismos de morte celular programada e da destruicdo pelo sistema
imune; capacidade proliferativa ilimitada; promog&o da resposta inflamatoria; ativacdo de
mecanismos de invasdo e metastase; inducdo da angiogénese; instabilidade genbmica; e
desregulacdo do metabolismo energético. O entendimento dessas marcas do cancer é
essencial para o desenvolvimento de terapias-alvo. No inicio do processo carcinogénico,
alteracGes epigenéticas podem ocorrer, como, por exemplo, o silenciamento de genes
supressores de tumor. Um dos aspectos interessantes desse tipo de alteracéo é que talvez
possam ser revertidas pela modificacdo dos fatores que levam a regulacdo epigenética, como

a dieta e o estilo de vida (Pistollato, 2015).

A carcinogénese pode ser dividida didaticamente em trés estagios: iniciacdo, promoc¢ao e
progressao (Reddy et al., 2003; Almeida, 2005).

Na Iniciacdo, 0 contato com algum tipo de agente carcinogénico provoca modificacdes
genéticas nas ceélulas saudaveis, alteracdes que podem envolver mutagbes de ganho de
funcdo e superexpressdo de oncogenes-chave, juntamente com mutacdes de perda de
funcdo, delecdo e silenciamento epigenético de genes conhecidos como supressores de
tumor (Hanahan e Weinberg, 2011). As mutacdes podem ser induzidas por diversos tipos de
agentes carcinogénicos, como a radiacdo ionizante, metabdlitos reativos celulares, luz UV,

entre outras.

Na Promocao, as células com alteragBes genéticas entram em contato com os chamados
oncopromotores. Os fatores de promo¢do podem ser agentes quimicos ou biolégicos,
enddgenos ou exdégenos, como € o caso de Vvarios tipos de virus (papilomavirus, Epstein-barr,
hepatite B), assim como a acdo de hormonios, o processo inflamat6rio, fatores que atuam no
crescimento celular. A exposicao aos oncopromotores leva ao acumulo de novas alteracdes.
Consistente com os principios darwinianos, o cancer evolui através dessas mutacdes

aleatorias que modificam o DNA das células cancerigenas, além de alterac6es epigenéticas
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que irdo alterar varias vias de sinalizacdo, seguida por uma selecdo de células que
conseguem sobreviver e proliferar em circunstancias que normalmente desencadeariam o

processo de morte celular (Almeida, 2005; Tanaka, 2013)

Finalmente, no terceiro estagio, conhecido como Progressédo, as células se multiplicam de
maneira descontrolada e irreversivel, sdo instveis geneticamente, apresentam falta de
controle mitotGtico, metastase, além de alteragdes bioquimicas, metabdlicas e morfolégicas
(Almeida, 2005; Tanaka, 2013). Esse fenétipo das células cancerigenas se deve, em grande
parte, a reativacdo ou modificacdo de programas celulares utilizados normalmente durante o
desenvolvimento celular. Esses programas controlam processos coordenados, como a
proliferacdo celular, migracdo, apoptose, diferenciacéo celular durante a embriogénese e a

homeostase tecidual.

A Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancer (IARC) (J et al., 2014) ja relacionou mais
de 107 fatores de riscos ao desenvolvimento de cancer em humanos, podendo estes serem
fisicos, quimicos ou biolégicos (IARC) (J et al.,, 2014). A exposicdo a luz ultravioleta é
considerada um dos fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de pele (Massari et
al., 2007), enquanto o tabaco, entre outros agentes quimicos, esta associado ao cancer de
pulméo (Veglia et al., 2007). Entre os fatores bioldgicos, infec¢éo por virus como Epstein-Barr,
HPV, hepatite B e C estdo associados a linfoma de Hodgkin e hepatocarcinomas,

respectivamente (J et al., 2014).

A predisposigdo genética € responsavel por cerca de 5% dos carcinomas (Sonnenschein e
Soto, 2008). Tendo como exemplo classico as mutagdes nos genes BRCA-1 e 2 associados
aos canceres de mama e ovario (Lynch et al., 2008). E comumente aceito que o cancer pode
ser causado tanto por mutacdes induzidas de maneira exdgena, quanto por mutacdes
herdadas geneticamente. Mas ha alguns tipos de cancer que ndo podem ser explicados por
essas duas fontes de mutacéo do DNA. Tomasetti et al., 2017 propde que erros aleatdrios na
replicacdo do DNA em células tronco podem ocorrer, se perpetuando para sua progénie,
concluindo que 65% das diferencas de risco de alguns tipos de cancer esta relacionada a

divisdo celular em células tronco.

O céancer pode acometer qualquer individuo, independente da classe social, econémica,
religido, raca e regido geogréafica. De acordo com o World Cancer Report 2014 (larc, 2014), o
cancer € uma doenga de grande importancia na sadde publica mundial, com uma estimativa
de incidéncia de 14 milhdes de novos casos por ano em 2012, sendo uma das principais
causadoras de morte em Varios paises, principalmente naqueles em desenvolvimento, onde
estima-se que ocorram 80% dos mais de 20 milhdes de novos casos estimados para 2025
(larc, 2014). No Brasil, de acordo com o INCA (Inca, 2014), estima-se que entre 2016-2017
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ocorram cerca de 600 mil novos casos de cancer. Os tumores mais frequentes em mulheres
sdo: mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do Gtero (7,9%), pulmao (5,3%) e estbmago (3,7%)
(Tabela 1). Em homens os mais comuns sdo de prostata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino
(7,8%), estdbmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%) (Tabelas 1 e 2). Nos Estados Unidos, o
cancer configura a segunda maior causa de morte, e em 2016 surgiram, aproximadamente,
1.685.210 novos casos, levando a 595.690 ébitos (Siegel et al., 2016) (Tabelas 3 e 4).

Tabela 1 - Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados no Brasil para 2016
para mulheres, exceto pele ndo melanoma (Numeros arredondados para multiplos de 10)

Localizacdo Priméria NUmero de casos novos % do Total
Tragueia, Brénguio e 72.160 26
Pulméao

Mama Feminina 40.450 14
Célon e Reto 23.170 8
Pancreas 20.330 7
Ovario 14.240 5
Corpo do Utero 10.470 4

Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/tbregioes consolidado.asp (Maio, 2017)

Tabela 2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de caAncer mais incidentes estimados no Brasil para 2016
para homens, exceto pele ndo melanoma (Nimeros arredondados para multiplos de 10)

Localizag&o Primaria NUumero de casos novos % do Total
Préstata 61.200 28,6
Tragueia, Brénquio e 17.330 8,1
Pulmao

Coélon e Reto 16.660 7.8
Estémago 12.920 6,0
Cavidade Oral 11.140 52
Esdfago 7.950 3,7
Béxiga 7.200 3,4
Laringe 6.360 3,0
Leucemias 5.540 2,6
Sistema Nervoso Central 5.440 25

Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/tabelaestados.asp?UF=BR (Maio, 2017)
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Tabela 3 - Distribuic@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no EUA estimados para 2016
para homens, exceto pele ndo melanoma.

Localizac&o Primaria NUumero de mortes % do Total
Traqueia, Bronquio e 85.920 27
Pulméo

Prostata 26.120 8
Céblon e Reto 26.020 8
Pancreas 21.450 7
Figado e ducto biliar 18.280 6
Leucemia 14.130 4
Esbfago 12.720 4
Béxiga 11.820 4
Linfoma ndo Hodgkin 11.520 4
Sistema Nervoso Central 9.440 3
Total 314.290 100

Fonte: Adaptado de Siegel, Miller and Jemal 2016.

Tabela 4 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no EUA estimados para 2016
para mulheres, exceto pele ndo melanoma.

Localizac&o Primaria Numero de mortes % do Total
Traqueia, Bronquio e 72.160 26
Pulméo

Mama Feminina 40.450 14
Célon e Reto 23.170 8
Pancreas 20.330 7
Ovério 14.240 5
Corpo do Utero 10.470 4
Leucemia 10.270 4
Figado e ducto biliar 8.890 3
Linfoma n&o Hodgkin 8.630 3
Sistema Nervoso Central 6.610 2
Total 281.400 100

Fonte: Adaptado de Siegel, Miller and Jemal 2016.

1.2 Abordagens terapéuticas no tratamento do cancer

O tratamento do céancer tem como principal objetivo a erradicagdo da doenca do organismo
do paciente. Contudo, na impossibilidade de cura, busca-se a utilizagdo de tratamentos que
diminuam os sintomas provocados pela doenca, preservando a qualidade de vida do paciente,

além do alongamento da expectativa de vida.

Varias abordagens terapéuticas sdo empregadas no tratamento do cancer e, a utilizacdo

dessas abordagens de maneira isolada ou em associacdo tem demonstrado uma
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maximizacdo das chances de cura ou contencdo da doenca (Almeida, 2005).Dentre os
tratamentos utilizados estdo cirurgia, radioterapia, quimioterapia e o transplante de medula

Ossea.

A cirurgia é o tratamento mais efetivo para tumores localizados primariamente e regifes
linfaticas associadas (Urruticoechea et al., 2010). Sendo utilizada como um tratamento Gnico,
a cirurgia cura mais pacientes do que qualquer outro tipo de tratamento sozinho, uma vez que
a cirurgia se baseia na remocéao e morte de 100% das células tumorais (Urruticoechea et al.,
2010).

A radio e a quimioterapia vieram na época de 1920 e 1940, respectivamente, e sdo capazes
de matar apenas uma fragdo de células tumorais a cada tratamento, sendo consideradas

tratamentos complementares (Urruticoechea et al., 2010).

Ao longo das ultimas décadas, ocorreu um grande aperfeicoamento tanto na técnica, quanto
no uso da modalidade de terapia combinada, utilizando a quimio e a radioterapia como
adjuvantes e neoadjuvantes a cirurgia, levando a reducdo de maneira significativa da
morbidade e mortalidade associadas com a cirurgia de tumores solidos. Com 0s novos
avancos, a cirurgia consegue remover completamente metéastases selecionadas a partir de
critérios clinicos padronizados, resultando em 30-40% na taxa de 5 anos de sobrevivéncia
(Figueras et al., 2007),contudo, essa opc¢ao terapéutica é restrita a metastases confinadas,

gue apenas representa 10/15% dos casos (Ohlsson et al., 1998).

Na radioterapia (RT), utilizam-se radiacdes para destruir um tumor ou apenas impedir que as
células cancerigenas aumentem (Inca, 2014). A RT é utilizada no tratamento em cerca de
45% de novos casos (Delaney et al., 2005), sendo responsavel pela cura de 40% dos casos
de cancer, o que representa uma étima correlacdo entre efetividade e custo, ja que , em paises
desenvolvidos, a RT representa cerca de 5% dos investimentos em controle do cancer
(Urruticoechea et al., 2010). A RT sozinha é capaz de curar uma variedade de tumores, como
por exemplo, estagios iniciais de cancer de cabeca e pescoco, cancer de prostata e estagios

iniciais do Linfoma de Hodgkin (Urruticoechea et al., 2010)..

Abordagens quimiotergpicas como a neoadjuvancia (administragdo do quimiotergpico antes
da RT), concomitancia (durante a RT) e de manutencao (dando sequéncia a RT) mostraram
um aperfeicoamento no controle local e na erradicagéo de micrometastases (Urruticoechea et
al., 2010);(Almeida, 2005)

Por quase um século, a terapia sistémica foi dominada pelo uso de quimioterapicos
citotéxicos, sendo muito dessas drogas agentes que causam danos ao DNA e sédo articuladas

para matar ou inibir a proliferacdo celular (Urruticoechea et al., 2010). Essas drogas séo,
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frequentemente, administradas em uma Unica dose ou em pequenas sessdes de terapia na
maior dose possivel, sem chegar em niveis de toxicidade que ameacem a vida, a chamada
“Dose Maxima Tolerada” (DMT) (Kerbel e Kamen, 2004). O uso da DMT requer um longo
periodo para recuperacao das células saudaveis do paciente, e apesar dos Ultimos avancos
tecnoldgicos, o uso de quimioterapicos apenas no tratamento de células cancerigenas pode
levar a selecdo de clones resistentes a drogas, devido a grande instabilidade do DNA e alta

taxa de mutacédo de células tumorais (Bailar e Gornik, 1997).

Porém, esses tratamentos nao afetam apenas as células doentes, mas também as células
saudaveis do organismo, causando diversos efeitos no paciente, como por exemplo, cansaco,
fragueza, enjoo, entre outros. Além da debilitacdo do paciente pela radio e quimioterapia,
outro problema é a falta de garantia da cura do paciente, ou que o tumor ndo voltara alguns
anos apos o tratamento. Dentro desse contexto, um dos grandes desafios da abordagem
guimioterapica do cancer é o desenvolvimento de farmacos que apresentem baixa toxicidade
ao organismo do paciente, mas que apresentem uma alta eficiéncia contra as neoplasias.
(Almeida, 2005).

O melhor entendimento da carcinogénese e biologia tumoral, devido a uma investigagédo
intensiva e avanco tecnolégico, principalmente na area molecular, leva a um aumento das
oportunidades de inovacao no tratamento do cancer, uma vez que permite o desenvolvimento
de abordagens especificas a cada tipo de cancer e personalizadas ao tumor de cada
paciente.(Baudino, 2015; Lheureux et al., 2017). H4 um crescente nimero de possibilidades
em abordagens terapéuticas que nao existiam ha 20 anos. A identificacdo de vérias alteracdes
na regulacdo de processos biolégicos, na fisiologia e morfologia dos tumores e seu respectivo
microambiente ajudou a direcionar o desenvolvimento de drogas (Hanahan e Weinberg, 2000;
2011; Lheureux et al., 2017). Atualmente existem varias modalidades de terapias-alvo, como
por exemplo interacdes com receptores de superficie celular (anticorpos monoclonais),
cascatas de sinalizacdo intracelular (através de inibidores de tirosinas-quinases), ou do
microambiente, relacionados a efeitos na vascularizagdo do tumor ou hipéxia. Também foram
vistos resultados interessantes atraves da conjugacao anticorpo-droga ajudando aumentar a
citotoxidade da droga (Tolcher, 2016; Urruticoechea et al., 2010). A modulacdo do ambiente
imunoldgico através da promocdo na alteracdo das dindmicas da propagacéo das células
imunes é uma area de estudo bastante ativa, incluindo terapias utilizando ex-vivos como
propagacao de células imunes, vacinas e inibidores de checkpoint (Vanneman e Dranoff,
2012; Farkona et al., 2016) . E, ainda, o melhoramento da entrega de agentes-alvo em células
de céncer a partir do uso de nano-particulas, como as “porphysomes” apresenta uma
oportunidade tremenda na precisao do efeito apenas em células cancerigenas e reducéo da

toxicidade colateral (Raghavan et al., 2016). A terapia viral € um outro conceito que visa o
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uso de virus oncoliticos, que crescem seletivamente em células tumorais (Parato et al., 2005).
Outro mecanismo antitumoral utilizando virus € a replicagcdo dos mesmos em células tumorais

0 que pode ativar a resposta imune contra o tumor em si (Urruticoechea et al., 2010).

As aberrac¢des em varias vias de sinalizacéo celulares sdo essenciais para regulagéo celular
do metabolismo, desenvolvimento do tumor, crescimento, proliferacdo, metastase e
reorganizacao citoesquelética (Polivka e Janku, 2014), e sdo principalmente essas as vias
gue as novas terapias tem como alvo. Por exemplo, a via de sinalizagdo PISK/AKT/mTOR,
possui um papel critico na transformacdo de tumores em tumores malignos e
subsequentemente, seu crescimento, proliferagdo e metastase (Mabuchi et al., 2015) , uma
vez que tal via regula aspectos centrais da biologia do cancer, como o metabolismo,
crescimento celular e sobrevivéncia (Engelman, Luo e Cantley, 2006). O melhor entendimento
das interacdes entre as moléculas dessa via, e as desregulagfes de varias etapas em células
tumorais contribuiu para o desenvolvimento de duas drogas anticancerigenas aprovadas:
everolimo e temsirolimo, que possuem essa via como alvo, especificamente inibindo-a
(Lheureux et al., 2017).

As inovacbes terapéuticas que presenciamos atualmente ndo deixaram de lado os
tratamentos ditos convencionais, como a cirurgia, radioterapia e quimioterapia. O aumento do
conhecimento acerca da massa tumoral, seu desenvolvimento e microambiente envolvido,
assim como o advento de novas tecnologias, principalmente aquelas conhecidas como
Sequenciamento de Nova Geragcdo (NGS) foram e séo importantes na transposicdo de
barreiras antigamente encontradas por essas chamadas terapias convencionais. (Bernie
2017; Lhereux et al 2017, Schneider et al 2017). O NGS ajuda a tracar perfis de expresséo
génica que se encontram diferenciados nos diferentes tipos de cancer, inclusive ajudando a
identificar genes que estao envolvidos na sensibilidade ou resisténcia a RT e quimioterapia
(Bernier 2017; Lhereux et al 2017), a identificacdo desses genes e a avaliagdo nos padrdes
de expressdo génica ajudam a desenvolver novas abordagens terapéuticas que possam
maximizar o efeito da RT e quimioterapia, através de um insight mais especifico e
personalizado do tumor. Um grande exemplo € como as investigacdes da interacdo entre a
RT e o sistema imune do paciente levou ao levantamento de novos mecanismos que, quando
explorados, possuem o potencial para aumentar a eficiéncia da RT transpondo as barreiras
previamente encontradas, através de imunomodulacdo (Weichselbaum et al., 2017). Ha
evidéncias que indicam que RT pode, através de diversos mecanismos, ativar a resposta
imune tanto localmente quanto sistemicamente, que pode estimular a sobrevivéncia do tumor
ou promover a morte do tumor (Lugade et al., 2005; Zhang et al., 2007; Lee et al., 2009;
Sharabi et al., 2015), um equilibrio entre esses efeitos da RT através do uso da

imunomodulagéo é primordial para que haja um melhor resultado dessa terapia
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No tratamento do cancer, sdo mais eficientes as abordagens terapéuticas multimodais, que
consistem na combinacdo de varios tipos de tratamentos, de forma a potencializar o
tratamento e diminuir os efeitos adversos e a morbidade associados a ele. A combinacao de
terapias com varios modos de acado visa uma das caracteristicas principais do cancer, que é
a heterogeneidade da massa tumoral devido a grande instabilidade genética de células
cancerigenas, pois as células dentro do microambiente tumoral ndo sdo necessariamente

clones, e podem ter reacfes diferentes a um determinado agente antitumoral.

1.3 Cancer de mama

O cancer que possui maior incidéncia e a maior mortalidade na populag¢éo feminina mundial
€ 0 cancer de mama, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento
(Inca, 2014). S6 em 2012 ocorreram cerca de 1,7 milhGes de novos casos de cancer de mama
no mundo (25% de todos os canceres em mulheres) e cerca de 500 mil ébitos (15% de todos

os casos de morte por cancer em mulheres) (World Cancer Report, 2014).

Para o Brasil, em 2016 a estimativa foi de cerca de 58 mil novos casos de cancer de mama,
com um risco de 56,2 casos a cada 100 mil mulheres (INCA). O nimero de 6bitos por causa
do cancer de mama no Brasil € considerado elevado, cerca de 14 @bitos para cada 100 mil
mulheres em 2013 (Inca, 2014).

Apesar de um grande aumento na incidéncia do cancer de mama, a sua mortalidade esta em
declive ao longo dos anos (Hassan et al., 2010); (Guarneri e Conte, 2004). E grande parte do
motivo para isso se deve ao tratamento sistémico da doenca através da terapia hormonal,
assim como uso de quimio e radioterapia adjuvante para controlar qualquer resquicio
metastéatico da doenga, reduzir sua taxa de recorréncia e melhorar a sobrevida no longo-prazo
(Hassan et al., 2010).

Existem muiltiplos fatores que causam este tipo de cancer, dentre eles estéo fatores biol6gicos
relacionados ao sistema enddcrino, vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida, assim
como envelhecimento, historia familiar de cancer de mama, alta densidade do tecido mamario
(Inca, 2014), e fatores genéticos, como a heranca de mutacdes nos genes BRCA 1 e BRCA
2, genes supressores de tumor cujas mutacdes sdo encontradas em 30 e 40% dos casos de
cancer familial, respectivamente (Berry et al., 1997; Burke et al., 1997). A adocao da prética
de exercicios e a alimentagdo saudavel estdo associadas a uma diminuicdo de 30% do risco

de desenvolvimento desse tipo de cancer. O Ministério da Saude no Brasil recomenda a
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mamografia bienal para mulheres entre 50 a 69 anos como estratégia de rastreamento de

tumor de mama.

Mulheres

. 57,96 - 91,25

EEE 42,56 -57,95
. 26,53 - 42 55

14,93 - 2652

Figura 1 - Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de cancer de mama por 100 mil mulheres,
estimadas para o ano de 2016 para o Brasil.

O cancer que possui maior incidéncia e a maior mortalidade na populagdo feminina mundial é o cancer de
mama, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (INCA). A incidéncia de cancer de
mama no Brasil a cada 100 mil mulheres esté representada em cinza escuro (57,96-91,25); hachurado (42,56-
57,95); cinza intermediario (26,53-42,55) e cinza claro (14,93-26,52).

Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/mapa.asp?ID=5 (2017)

Apesar dos avangos advindos de um melhor entendimento das terapias adjuvantes para os
estagios iniciais do cancer de mama, o tratamento da doenca metastética ainda € um grande
desafio (Hassan et al., 2010). A doenga metastatica, apesar de incuravel, é sensivel ao
tratamento com quimioterapicos, sendo possivel aumentar a qualidade e prolongamento da

vida do paciente(Hassan et al., 2010).

O entendimento das bases moleculares do cancer de mama possibilitou o desenvolvimento
de novas terapias-alvo em potencial (Hassan et al., 2010). Como, por exemplo, o uso de O
trastuzumabe ou trastuzumab (nome comercial: Herceptin®, en:Genentech), um anticorpo
monoclonal humanizado, contra HER-2/neu, que foi largamente estudado de maneira bem

sucedida em testes clinicos (Henson et al., 2006).

O carcinoma de mama ndo € apenas uma unica doenca, abrangendo varios tipos

biologicamente distintos, com caracteristicas patologicas diferentes e uma variedade de
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implicacdes clinicas (Dai et al., 2015); (Tang et al., 2008); (Spitale et al., 2009); (lIwamoto e
Pusztai, 2010). Evidéncias sugerem que cancer de mama com caracteristicas divergentes
histopatologicas e biolégicas exibem comportamentos diferentes podendo levar a variadas
respostas a tratamentos, sendo necessérias abordagens terapéuticas diferenciadas (Blows et
al., 2010). Levando em consideracdo o acima exposto, 0 agrupamento correto dos canceres

de mama em subtipos clinicamente relevantes € de grande importancia.

O desenvolvimento da doenca pode ser predito a partir do uso de fatores de prognéstico,
sendo os mais comuns utilizados PR (receptor de progesterona), ER (receptor de estrogénio),
Ki-67 (antigeno identificado pelo anticorpo monoclonal K1-67) e HER-2 (receptor do fator de
crescimento epitelial humano 2) que se referem a resposta do tumor a tratamentos
antitumorais (Parsa et al., 2016); (Esteva e Hortobagyi, 2004); (Lgnning, 2007); (Dai et al.,
2015)), assim como avaliacdo de caracteristicas clinico-patolégicas como o tamanho do
tumor, o estagio do tumor e o envolvimento de linfonodos (Vallejos et al., 2010);(Cheang et
al., 2009).

O hormaonio estrogénio possui um papel importante no desenvolvimento e progressao do
cancer de mama, tanto que trés fatores de risco importantes para o surgimento da doenca
estdo associados ao desbalanceamento na secrecdo de estrogénio. Sdo eles: idade da
primeira menstruacao, idade na menopausa e idade da primeira gravidez (Parsa et al., 2016).
Cerca de 60% do cancer de mama sédo ER-positivos (Shao e Brown, 2004). Acredita-se que
o risco de cancer é maior em idade mais avancada, pois ha uma exposi¢cao por um periodo
maior a agentes carcinogénicos, além da diminuicdo da eficiéncia de protecdo do sistema
imunolégico com o passar dos anos (Parsa et al., 2016);(Balducci, 2005). O cancer de mama
gue ocorre antes dos 40 anos, geralmente é considerado clinicamente mais agressivo e tem

alta probabilidade de metastase (Benz et al., 2003).

O gene HER-2 é considerado um proto-oncogene, pois € um receptor que se liga a fatores de
crescimento, induzindo atividade de tirosina-kinase, promovendo o crescimento e proliferacdo
celular durante as fases G1-S do ciclo celular (Parsa et al., 2016), mutacdes nesse gene o
transformam em oncogene, resultando em crescimento e divisdo celular incontrolavel. O
oncogene HER-2 é encontrado super-expresso em cerca de 20-30% dos casos de cancer de

mama (Parsa et al., 2016).

O biomarcador Ki-67 é considerado um fator de prognostico em cancer de mama. Quando
encontrado em niveis altos, geralmente, indica um progndstico ruim, relacionado a

invasividade do tumor e curto periodo de sobrevivéncia do paciente (Parsa et al. 2016)

O desenvolvimento de tecnologia e o avanco de técnicas biomoleculares, como a analise de

da expressao génica em larga escala por meio de microarranjos, elucidou que a resposta da

26



célula tumoral ao tratamento esta relacionada a caracteristicas moleculares intrinsecas
(Wooster e Weber, 2003) (Dai et al., 2015); (Spitale et al., 2009); (Tang et al., 2008); (Desmedt
et al., 2009); (lwamoto e Pusztai, 2010); (Parsa et al., 2016). Atualmente existem varios tipos
de classificacdo e divisdo de grupos de subtipos de cancer de mama que sédo baseados no
perfil de expresséo proteica, a partir de um grande painel de biomarcadores muito bem
caracterizados (Sgarlie et al., 2001),(Perou et al., 2000); (Abd EI-Rehim et al., 2005); (Hu et al.,
2006);(Sotiriou e Pusztai, 2009). Contudo, todas essas classificagcbes podem ser
posicionadas em 3 grandes grupos: Luminal, Super-expressdo de HER2 e triplo-negativo
(TNP). Céancer do subtipo luminal apresenta perfil de expressao reminiscente do componente
epitelial luminal da mama (Perou et al., 2000), sendo considerado o subtipo de tumor mais
comum entre 0s carcinomas mamarios. (Dai et al., 2015). De maneira geral, o tumor do subtipo
luminal responde bem a terapia hormonal, mas ndo muito bem a quimioterapia convencional
(Brenton et al., 2005).

O subtipo de super-expressao de HER2, em geral, é considerado ER negativo, PR negativo,
HER2 positivo (Vallejos et al., 2010), e cerca de 40 a 80% desse tipo de tumor possui mutagcao
em TP53 (Dai et al., 2015). N&o foi encontrada uma associagdo com idade ou raca para esse
subtipo (O'brien et al., 2010). A combinacado de trastuzumabe com quimioterapia adjuvante e
neoadjuvante representa o tratamento padrdo para cancer desse subtipo (Brenton et al.,
2005).

Os tumores Triplo-negativos sdo assim chamados por serem negativos para os receptores
ER, PR e HER2, com um perfil de expressdo semelhante ao de células epiteliais basais de
outras partes do corpo e células normais da mama, as células mioepiteliais (Perou et al.,
2000). Ha um grande interesse nesse tipo de tumor, pois eles possuem uma progressao
clinica bastante agressiva e, atualmente, ndo ha uma terapia-alvo padronizada (Dai et al.,
2015), sendo a quimioterapia o tratamento sistémico padrdo utilizado, tendo como base os
guimioterapicos baseados em taxanos e antraciclinas (Bianchini et al 2016;von Minckwitz e
tal 2012). Esse subtipo é frequentemente associado principalmente a individuos na pre-

menopausa, com desenvolvimento comum em mulheres afro-americanas, (Dai et al., 2015).

Uma das maiores dificuldades no tratamento do cancer de mama é o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento com quimioterapicos (Corona et al., 2017). Nesse sentido, faz-se
relevante a busca por novas ferramentas e abordagens terapéuticas que possam aumentar a
eficiéncia do tratamento desse tipo de céncer, visando a minimizacdo e o retardo da
ocorréncia da resisténcia as drogas. Um exemplo deste tipo de estudo é o estudo clinico
randomizado de Fase Ill, chamado de BOLERO-2 (Piccart et al., 2014). O estudo mostrou que

a sinalizacé@o aberrante pela via mTOR est4 associada a resisténcia as terapias endocrinas
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e indicou, analisando uma populacdo de pacientes pés-menopausa, com cancer de mama
avancado receptor de horménio positivo, que o uso de um inibidor especifico de mTOR,
Everolimo, em combinacdo com Exemestano em pacientes que foram previamente tratados
com um inibidor de aromatase ndo-esteroidal durante o teste de droga, levou a uma melhora
significativa na sobrevida livre de progressédo (PFS) dos pacientes (Baselga et al., 2012; Fu et
al., 2013). A ativacdo de mTOR esta associada a proliferacdo celular e sinalizacdo de vias
metabdlicas, levando a uma vantagem na manutencdo da sobrevivéncia de células
cancerigenas (Corona et al., 2017). De fato, a ativacdo da via de mTOR por PIK3 esta
frequentemente associa a resisténcia a tratamentos endocrinos (Generali et al., 2008; Miller
et al., 2010; Corona et al., 2017).

A ocorréncia de mutagbes soméaticas é uma forma bem reconhecida de resisténcia adquirida
a terapia hormonal por cancer de mama metastatico (Corona et al., 2017). Um exemplo € a
mutacdo no gene ESR1 (receptor 1 de estrogénio) em pacientes com tumor de mama
metastico (Robinson et al., 2013). No entanto, foi observado que o tratamento de pacientes
gue apresentam essa mutagdo com compostos terapicos-alvo, como é o caso no inibidor de
MTOR, Everolimo ou a droga Faslodex® causaram uma melhora no indice PFS
(Chandarlapaty et al., 2016; Cristofanilli et al., 2016)

Corona e colaboradores (2017) sugerem que uma terapia baseada na combinagcdo de
guimioterapia e imunoterapia pode ser interessante no tratamento de cancer de mama do tipo
triplo-negativo, uma vez que uma porcdo de tumores desse subtipo tém se mostrado
altamente imunogénicos, com alta porcentagem de linfdcitos infiltrados no tumor (Loi et al.,
2013) altos niveis de genes da familia B7 tipo 1 (Freeman et al., 2000), proteinas de morte
celular programada 1 ligante 1 (PD-L1) (Wimberly et al., 2015) e niveis de expressao génica
do mRNA (Bianchini et al.,, 2016) quando comparado a outros subtipos de carcinoma
mamario. Uma alta expressdo de marcadores de tumor e alta densidade de linfGcitos
infiltrados no tumor esta associado com beneficios da quimioterapia em tumor triplo-negativo
(Desmedt et al., 2009; West et al., 2011; Issa-Nummer et al., 2013). Esses resultados sugerem
gue o tratamento quimioterapico possui melhores resultados na presenca de um sistema
imune eficiente. Além disso, varios estudos demonstram que a imunoterapia em carcinoma
mamario pode ajudar a reduzir o risco de metastases ou manter a dorméncia do tumor
(Schmidt et al., 2008; Bianchini et al., 2010; Pusztai et al., 2016; Corona et al., 2017). Corona
et al 2017 ainda ressaltam que existem algumas moléculas-alvo que estdo sobre investigacao
clinica e podem ser de interesse, por exemplo os inibidores de polimerase poli(ADP-ribose)

PARP, conhecido por sua “letalidade sintética” (Turner et al 2008).
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1.4 Tratamentos derivados de fontes naturais

O desenvolvimento de tratamentos contra o cancer, que sejam eficazes e apresentem
menores efeitos adversos, é de extrema relevancia quando se considera a importancia desta

doenca no mundo e 0 quanto ela onera o sistema publico de saude.

Produtos naturais no tratamento de doencas comecaram a ser utilizados a mais de 1.000 anos
no oriente (Wasser, 2002) e sdo usados até hoje no mundo inteiro. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude, mais de 80% da populacdo mundial depende da medicina
tradicional, que usa produtos naturais, para atender suas necessidades basicas de saude
(Farnsworth, 1994); (Duraipandiyan et al., 2006), (Bhanot et al., 2011), sendo comum 0 uso
de extrato de fungos em pacientes que também usam a cirurgia, quimio ou radioterapia no
tratamento de tumores (Mueller et al., 2008);(Wasser, 2014). Plantas e microorganismos sao
importantes fontes de compostos e principios ativos utilizados em medicamentos e, dos
agentes antitumorais utilizados hoje na clinica, 60% sao provenientes de fontes naturais

(Cragg e Newman, 2005) ,como plantas, bactérias e fungos.

Portanto, estudos visando avaliar o potencial terapéutico de substancias naturais,
provenientes de plantas e microrganismos, no tratamento contra o cancer, Ssao

imprescindiveis.

Entre as primeiras moléculas isoladas de plantas e utilizadas no tratamento de cancer se
encontram os Vinca Alkaloides que foram isolados de Catharanthus roseus, uma planta
originalmente endémica de Madagascar. Os Vinca Alkaloides podem ser usados
isoladamente ou combinados a outros quimioterapicos no tratamento de varios tipos de
cancer, entre eles linfomas, leucemias, cancer de mama, testiculo e pulmao (Prakash et al.,
2013). Existem quatro medicamentos principais derivados de Vinca Alkaloides: Vimblastina,
Vinorelbina, Vincristina e Vindesina. Outros farmacos como a Rapamicina e seus analogos
foram obtidos da bactéria Streptomyces hygroscopicus. Esta droga apresenta uma potente
atividade imunossupressora (Alberts Mw, 1993), ao inibir as vias de sinalizagdo necessarias
para a ativagdo da proliferagdo em células T, bloqueando o ciclo celular na fase tardia de G1
ndo somente em células T e B, mas também de osteosarcomas e rabdomiosarcomas (Alberts
Mw, 1993). Os exemplos citados ilustram como a identificagdo de moléculas que possuem
como alvo vias de sinalizagdo importantes em tumores, apresentam grande potencial como

ferramentas terapéuticas.
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O uso de fungos para fins medicinais ja foi reportado na China, RUssia, Japao, Coreia, Estados
Unidos e Canada (Wasser e Weis, 1999). A medicina chinesa e japonesa utiliza extratos
fangicos, compostos isolados de fungos, assim como o fungo inteiro em tratamentos
antitumorais como auxiliares na cirurgia, radioterapia ou quimioterapia (Lindequist et al.,
2005);(zhang et al., 2009). Tanto polissacarideos constituintes da parede celular quanto
glicoproteinas isoladas de fungos foram identificadas apresentando atividade antineoplasica,
um exemplo séo os beta-glucanos (Vetvicka, 2011). Algumas destas moléculas exercem seus
efeitos antitumorais ao influenciarem o sistema imune, estimulando macréfagos, células T e
Células Natural-Killers (Wasser, 2002; Lindequist et al., 2005). Além dessas, alguns
metabdlitos secundérios, como a Cordicepina isolado de varias espécies do género de
ascomiceto Cordyceps, mostraram efeito pro-apoptético em varias linhagens celulares
derivadas de tumores (Wu et al., 2007; Jin et al., 2008)

1.5 O género Trichoderma

Em 1794, Person descreveu pela primeira vez o género Trichoderma, sendo a espécie
Trichoderma viride a Unica reconhecida e aceita dentre as trés identificadas. Até o ano de
1969 nao houve a identificagdo de nenhuma nova espécie para este género, porém, em 1969
Rifai identificou nove espécies relacionadas, mas morfologicamente distintas e as reconheceu
como pertencentes ao género Trichoderma. A diferenciacdo das espécies desse género
apenas por parametros morfolégicos ndo se mostrou uma tarefa facil, porém, com o
desenvolvimento das técnicas moleculares a eficacia e precisédo dos métodos aumentou o que
tornou possivel a identificacdo de um numero maior de espécies deste género(Jaklitsch, 2009;

Hoyos-Carvajal e Bissett, 2011).

O banco de dados virtual GenBank (NCBI) classifica esse género como pertencente ao
Dominio Eucariota, “Grupo” Fungi/Metazoa, Reino Fungi, Filo Ascomicota, Subfilo
Pezizomicotina, Classe Sordariomicetes, Subclasse Hipocreomicetidae, Ordem Hipocreales,
“Familia” Hipocreales mitospéricos (ou Familia Hipocreacea, Género Hypocrea na forma
teleomorfica). Essa classificacdo € baseada no Index Fungorum (www.indexfungorum.org)
que é organizado por diferentes e renomadas instituicdes, sendo constantemente revisado e

atualizado o que o torna uma fonte de referéncia bastante confiavel.

As espécies pertencentes ao género Trichoderma s&o caracterizadas por apresentarem um

crescimento rapido: as colbnias atingem de 2 a 9 cm de didmetro quatro dias apos
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plagueamento (Esposito e Da Silva, 1998). O tamanho e formato dos conidios desse género
sdo bem variados, podendo ser verdes, amarelos ou hialinos, ndo existindo conidiéforos
definidos (Samuels, 1996). Os conidios sao produzidos em hifas diferenciadas, e tendem a se

agregar em massas (De Carvalho, 2006).

O género Trichoderma é amplamente distribuido pelo globo terrestre, ocorrendo nos mais
diversos tipos de solo e ambientes naturais, além de muitas das espécies serem encontradas
associadas a plantas. Em varios paises, esse género tem sido utilizado em formulacdes
comerciais empregadas no controle biol6gico de enfermidades causadas em plantas por
patdgenos, reduzindo assim o uso de fungicidas quimicos (Melo, 1991).

1.6 O Trichoderma asperelloides

A espécie Trichoderma asperelloides ja foi identificada como T. asperellum e T. viride. Em
2010, Samuels e colaboradores utilizaram genealogia multilocus de quatro regiées genémicas
(tefl, rpb2, act, ITS1, 2 e 5.8s rRNA) para analisar cole¢cdes de linhagens de T. asperellum,
além de marcadores de sequéncias polimorficas, MALDITOF MS do proteoma e técnicas
classicas de micologia e observaram que dentro da espécie T. asperellum, se encaixavam
duas espécies irmas: T. asperellum e T. asperelloides, sendo a Ultima considerada uma nova

espécie.

Ha registro de linhagens de T. asperelloides em varias regiées do globo terrestre, sendo,
portanto, considerada uma espécie cosmopolita, mas que é principalmente encontrada em

regides tropicais (Samuels et al., 2010).

T. asperelloides apresenta uma morfologia semelhante a de T. asperellum (Figura 2) com
hifas septadas de cor branca e conidios esverdeados evidenciados ap6s 5 a 10 dias de
crescimento em agar batata dextrose a temperatura entre 25-30°C (BDA). T. asperelloides é
um fungo caracterizado como sendo um micoparasita necrofitico, heterotréfico, natural do

solo.

Assim como outros membros do género, T. asperelloides ja foi objeto de alguns estudos
visando analisar seu potencial como controle biol6gico em plantacdes (Chaparro et al 2011,
(Samuels et al., 2010), uma vez que possui capacidade de parasitar outros fungos, inclusive
fungos que causam doencas em plantas, como é o caso dos fitoparasitas Rhizoctonia solani,
Pythium spp., Sclerotinia spp., Fusarium spp., Phytophtora. Atualmente, T. asperelloides é

utilizado na composicdo do controle biolégico TrichoPlus® (BASF) aprovado para uso nhos
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EUA. De acordo com Samuels et al (2010), o fungo Trichoderma SKT-1, usado no controle
biolégico em plantacdes de arroz, previamente caracterizado como T. asperellum (Watanabe
et al., 2005), na realidade trata-se de T. asperelloides. Chaparro et al. (2011), demonstraram
gque a medida que eram expostas a crescentes concentracbes de fungicidas, cepas de T.
harzianum e T. asperelloides foram tolerantes a exposicdo aos agentes quimicos, sem,

contudo, afetar fungdes vitais de seu organismo.

Assim como outros membros do género, T. asperelloides apresenta uma relacdo benéfica em
sua interagdo com plantas. Em 2014, Gupta (Gupta et al., 2014) demonstrou que T.
asperelloides é capaz de suprimir a producao de 6xido Nitrico (NO) de Fusarium oxysporum,
um fungo necrofitico patogénico, quando ambos séo inoculados em raizes de Arabidopsis.
Em outro estudo que avaliou a interacdo de T. asperelloides com Arabidopsis thaliana
(Brotman et al., 2013), foi visto que este fungo é capaz de aprimorar a tolerancia da planta ao
estresse abidtico, e assim permitir um melhor crescimento da planta em situacdes de estresse,
a partir do aumento da expresséo de enzimas antioxidantes e ativando mecanismos de defesa
da planta. Além do exposto acima, foi observado que T. asperelloides apresentou
propriedades de biocontrole em raizes da planta de amendoim contra o fungo patogénico
Sclerotium rolfsii (Doley et al., 2014). Em 2015, Chagas et al. observaram que cepas de T.
asperelloides e T. harzianum isoladas do produto comercial Trichoplus JCO apresentavam
grande eficiéncia na solubilizagéo de fosfato o que resultava em aumento da biomassa de

arroz (Chagas et al., 2015).
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Figura 2 - Morfologia de urédias conidiais, conidiéforos, conidios e clamidiosporos de fungos do género
Trichoderma.

Os fungos T. asperrelum e T. asperelloides sdo espécies morfologicamente parecidas e sdo classificadas como
espécies irmds. A, B, F-J.: T. asperelloides; C-E: T. asperellum; A, B: Urédias; C-H: Conidi6foros; I:. Conidios; J:
Clamidosporos. Barras de escala: A,B — 0,5 mm; C-E, G, J — 20 um; F, H, | — 10 pm. Adaptado de Samuels
2010.

Em 1980, Kusakabe e colaboradores identificaram uma substancia de Trichoderma viride que
apresentava atividade microbicida, antiviral, imunomoduladora e antitumorigénica. Tal
substancia é uma enzima denominada L-Lisina-alfa-Oxidase, que causou 50% da inibicdo do
crescimento in vitro da célula de linfoma murino, L5187Y (Kusakabe et al., 1980). A mesma
enzima foi posteriormente isolada de Trichoderma harzianum Rifai, (Lukasheva e Berezov,
2002) e, em 2013, Pokrovsky (Pokrovsky et al., 2013) e colaboradores mostraram que esta
substéncia apresentava uma alta citotoxidade para uma vasta variedade de linhagens
tumorais, incluindo PC3 (cancer de préstata), SKOV3 (cancer de ovario), LS174T e HT29
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(cancer de colon), MCF7 (cancer de mama) e K562 (leucemina eritromieloblastoide). Em
2014, Abd EI-Rahman (Abd EI-Rahman et al., 2014) e colaboradores também demonstraram
gue a cultura filtrada de Trichoderma harzianum e de Trichoderma asperellum produziam
efeitos citotoxicos contra células de céancer cervical e de mama (HeLa e MCF-7,

respectivamente).

Apesar de sua acdo como controle biolégico ser bem definida, ha uma caréncia de estudos
sobre as propriedades farmacolégicas de T. asperelloides. O Unico é o estudo sobre os efeitos
do extrato do fungo Trichoderma asperelloides no controle de protozoarios da espécie
Leishmania amazonensis. Neste estudo coordenado pela Profa Jane Lima dos Santos na
Universidade Estadual de Santa Cruz, lIhéus, e conduzido pela mestranda Danielle Lopes, foi
observado que o extrato etandlico de T. asperelloides apresentou efeito leishmanicida para
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, a partir da redugdo do numero de
parasitas viaveis expostos ao extrato. Fracdes de baixo peso molecular apresentaram
citotoxidade para as promastigotas de L. amazonensis e promoveram alteracdes morfolégicas
na mitocéndria, bolsa flagelar com possivel aumento de estruturas semelhantes a corpos
lipidicos e acidocalcissomos (Lopes e Santos, 2017). Os resultados deste estudo sinalizam,
portanto, para a existéncia de compostos moleculares com principios ativos com potencial
para utilizagdo na clinica presentes no extrato etanolico de T. asperelloides e reforcam a
necessidade da realizagcdo de mais estudos buscando identificar outras propriedades
biolégicas e ou principios ativos e moléculas que apresentem potencial farmacolégico como,

por exemplo, atividade antitumoral.

2- JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O numero de novos casos de cancer cresce de maneira alarmante no mundo, principalmente
em paises em desenvolvimento como o Brasil. A busca de novas substancias com acéo
antitumoral é essencial para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas para tratamentos
multimodais mais eficientes, menos agressivos, que minimizem desenvolvimento de
resisténcia e recidiva. Varias substancias com atividade antitumoral tém sido obtidas a partir
de microrganismos, especialmente fungos, tais como citocalasinas (Pyrenohora sp.; Phoma
sp.), ofiobolinas (Bipolaris sp.),alternasolanol (Alternaria sp.) (Evidente et al., 2014). O fungo
Trichoderma asperelloides, usado como controle biolégico de fungos fitopatégenos, pode
representar uma fonte natural de principios ativos a serem usados no tratamento de doencas,

dentre elas o cancer. Levando-se em consideracdo a propriedade antitumoral apresentada
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por membros de seu mesmo género, torna-se relevante a realizacdo de estudos visando a
identificacdo de possiveis principios ativos ou moléculas derivados deste microrganismo e

gue possuam efeito antitumoral.
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3. - OBJETIVOS

3.1-Objetivo Geral

«. Avaliar o efeito bioldgico do extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides sobre

células derivadas de adenocarcinoma de mama humana.

3.2 - Objetivos especificos

+ 3.2.1-Obter o extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides;

» 3.2.2- Caracterizar o extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides por gel
filtragho em sistema de cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC),
fracionamento eletroforético em SDS-PAGE e dosagem do conteldo proteico e de

polissacarideos;

« 3.2.3-Avaliar o impacto do tratamento com o extrato etandlico do fungo Trichoderma
asperelloides e de suas fracdes sobre a viabilidade de células derivadas de
adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231 e MCF7) e murinho (4T1);

+ 3.2.4-Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato etandlico do fungo Trichoderma
asperelloides na promocéo do estresse oxidativo e indugéo da parada do ciclo celular

na linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231;

+ 3.2.5-Avaliar o impacto do tratamento com o extrato etanélico do fungo Trichoderma
asperelloides sobre a formacdo de autofagossomos na linhagem celular de

adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231;

« 3.2.6- Identificar fragGes do extrato etandlico do fungo Trichoderma asperelloides com
efeito biolégico sobre células da linhagem de adenocarcinoma de mama humano
MDA-MB-231.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1- Cultura de células

Foram utilizadas as linhagens celulares humanas MCF7 e MDA-MB-231, derivadas de
adenocarcinoma de mama, adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC); e a
linhagem celular imortalizada humana de fibroblasto, GM637, gentilmente doada pelo Dr. Luiz
Fernando Lima Reis do Hospital Sirio Libanés. Também foram utilizadas as células 4T1
derivadas de adenocarcinoma de mama murinho, adquirida na ATCC. Todas as células foram
mantidas criopreservadas no banco de células do Laboratério de Genética Experimental
(LGEX). A cultura de tais linhagens foi realizada em meio RPMI-1640 (Vitrocell),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 2mM de L-glutamina (Sigma) e
10 pg/ml de penicilina/estreptomicina (Sigma) em estufa a 37°C com ambiente saturado em
5% de CO2.

4.2 - O fungo Trichoderma asperelloides

O fungo Trichoderma asperelloides foi gentilmente doado pela Cole¢cdo de Microorganismos
do Laborat6rio de Microbiologia aplicada a Agroinddstria da Universidade Estadual de Santa
Cruz, llhéus, Bahia. O fungo foi cultivado em placas de petri contendo 20 mL de agar dextrose
de batata (BDA) (HiMedia), 1,8% agar, em estufa BOD a 28°C durante 5-7 dias.

4.2.1 Identificacdo morfoldgica e molecular do isolado LIBASP02

Para confirmacao da espécie do fungo, uma amostra do isolado de Trichoderma empregado
neste estudo (LIBASP02) foi enviada para o Dr. André Rodrigues, coordenador do Laboratério
de Ecologia e Sistematica de Fungos (LESF) do Departamento de Bioquimica e Microbiologa,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de Rio Claro. A identificacdo da cultura
monospoérica do isolado LIBASPO2 foi feita utilizando marcadores morfolégicos e moleculares
conforme descrito na Dissertacdo de mestrado de Danielle Lopes, 2017. Brevemente, as
caracteristicas macroscopicas das colbnias (raio de crescimento, cor do micélio, pigmento
soltvel, anéis concéntricos e urédias) foram avaliadas em BDA (Agar Batata Dextrose), FMA
(Agar Farinha de Milho) e SNA (Agar Nutriente Sintético) durante 7 dias a 25°C, no escuro.
Os testes de crescimento foram realizados nos trés meios de cultivos e incubados em trés
temperaturas (25, 30 e 35°C), no escuro. Para a andlise das caracteristicas microscopicas
(forma e medidas do conidioforo, células de suporte, fidlides, conidios e clamiddsporos) foram
realizados microcultivos em BDA e FMA e incubados a 25°C por 72 horas, no escuro. Todas

as laminas foram preparadas utilizando KOH 3M e observadas em microscépio Leica DM750.
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Foi realizada a extracdo do DNA gendémico de uma cultura do isolado incubada a 25°C, em
BDA, durante trés dias, no escuro, para andlise molecular (Montoya et al.,, 2016). A
amplificacdo do gene que codifica para o fator alfa de elongacéo 1 (tefl) foi feita sob as
condicbes e empregando os iniciadores utilizados por Atanasova (Atanasova et al., 2013). Os
produtos amplificados obtidos foram purificados e sequenciados utilizando o método
bidirecional de Sanger no equipamento ABI 3500 (Life Technologies). As sequéncias forward
e reverse obtidas foram reunidas no BioEdit (Hall, 1999) A sequéncia consenso foi alinhada
com outras sequéncias de fungos filogeneticamente relacionados (obtidas do NCBI-GenBank
e de Samuels et al., 2010 utilizando o programa MAFFT (Katoh e Standley, 2013). O fungo
Protodrea pallida (CBS 29978) foi utilizado como grupo externo. A arvore filogenética foi
inferida mediante a Inferéncia Bayesiana utilizando o programa MrBayes v.3.2.2 (Ronquist et
al., 2012). A arvore gerada inclui um total de 53 sequéncias de tefl cujo alinhamento final
apresentou um tamanho de 591pb. O modelo de substituicdo nucleotidica selecionado para o
conjunto de dados (HKY+I+G) foi calculado no programa jModelTest 2(Darriba et al., 2012)
utilizando o critério de informacéo Akaike, com um intervalo de confianca de 95%. Duas
corridas independentes foram realizadas, cada uma contendo trés cadeias quentes e uma
cadeia fria; cada corrida consistiu da amostragem de cadeia de Markov — Monte Carlo
(MCMC) com 200.000 geragdes. Finalmente, os primeiros 25% das geragfes de MCMC foram
descartadas como burn-in. A arvore final foi editada no programa Adobe lllustrator CS6 (Adobe

Systems).

De acordo com Lopes, D. (dissertacdo, 2017), a identificagdo morfolégica do isolado
LIBASPO02 mostrou que ele apresenta clamiddsporos, conidios ovoides de parede lisa, fialides
ampuliformes. Houve a formacéo de pustulas nos trés meios de cultivo analisados (Figura 3).
N&o foi observada formacdo de pigmentos sollveis no meio. A analise filogenética baseada
no sequenciamento do gene tefl revelou que o isolado LIBASP02 forma um grupo
monofilético juntamente com outras sequéncias de Trichoderma asperelloides (Figura 4). Tal
agrupamento € um grupo irmao de T asperellum (Figura 4). Os resultados das analises
morfol6gicas estdo de acordo com a descricdo de T. asperelloides apresentada na literatura
(Samuels et al.,, 2010). Em conjunto, os dados morfolégicos e moleculares suportam a

identificac@o do isolado LIBASP02 como T. asperelloides.
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Figura 3 - Caracteristicas morfolégicas do isolado LIBASP02 do fungo Trichoderma asperelloides.

O isolado LIBASPO2 apresenta clamidosporos, conidios ovoides de parede lisa, fialides ampuliformes A-C:

culturas em meios BDA, FMA e SNA, respectivamente, apds 7dias a 25 °C. D: conidioforo. E: disposicao das
fidlides. F-G: Clamiddsporos. J: Conidios. Fonte: Lopes, D. (2017)
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Figura 4 - Arvore filogenética do isolado LIBASP02 de Trichoderma asprelloides baseada no marcador tefl.

A arvore foi reconstruida com o algoritmo de Inferéncia Bayesiana e os numeros nos ramos indicam as
probabilidades posteriores de Monte Carlo. A arvore inclui um total de 53 sequéncias da regiao de 591pb do fator
alfa de elongagéo tefl. As sequéncias das demais espécies de Trichoderma utilizadas para o alinhamento foram
obtidas do NCBI-GenBank e de Samuels et al. (2010). O nome das espécies é seguido pelo codigo das linhagens.
O isolado LIBASPO2 é destacado em negrito. A espécie Protodrea pallida CBS 29978 foi utilizada como grupo

externo. Fonte: Lopes, D. 2017
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4.3- Armazenamento do fungo

O estoque das amostras do isolado LIBASPO2 de T. asperelloides usado neste trabalho foi

feito conforme j& descrito (Diogo et al., 2005). Brevemente, cubos de meio de cultura BDA
com o fungo crescido foram adicionados a tubos de ensaio contendo 5mL de &gua tipo Il
estéril e conservados a 4°C.

4.4- Obtencao do extrato etanolico do fungo (ExtTa)

A obtencéo do ExtTa foi realizada de acordo com Fukuzawa e colaboradores (Fukuzawa et
al., 2008) em colaborag&o com a doutoranda Marliete Carvalho do Laboratério de Micologia.
Brevemente, o fungo foi semeado em placas de petri de 90x15 mm, contendo 20 ml de BDA
e incubados a 28° C por 7 dias. Os esporos e micélio do fungo foram raspados com o auxilio
de uma ponteira P1000 estéril e coletados em EtOH 95% (Merck), (5 mL/placa). A suspensao
etandlica contendo o fungo foi transferida para tubo de microcentrifuga de 10 mL. A suspenséao
foi homogeneizada e submetida a agitacdo em agitador orbital (Gerhardt) a 100 rpm por 24
horas e, em seguida, centrifugada a 4.000 g por 20 minutos (centrifuga BR4i- Jouan). O
sobrenadante foi transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL previamente pesados,
em aliquotas de 1ml. As aliquotas foram submetidas a secagem em Speedvac Concentrator
plus (Eppendorf). Finalmente, as amostras de extrato foram pesadas, solubilizadas em DMSO
100% e mantidas a -20°C até o momento do uso. Foram separados, pelo menos, 5 ml da

suspensdao etandlica para fracionamento por cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC).

4.5- Fracionamento do ExtTa por Cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC)

A cromatografia liquida é, geralmente, utilizada na purificacdo de polimeros a partir de
misturas complexas. O termo refere-se a todos os métodos cromatograficos que apresentam
uma fase liquida moével 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,
distribuicdo de cargas, fase reversa ou cromatografica (Niessen et al., 2006),(Welling e
Welling-Wester, 1989).

Cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) é um método de cromatografia liquida
comumente utilizado para biomacromoléculas, principalmente proteinas, e processos de

separacao biolégica com baixa presséo e alta capacidade (Xia et al., 2012).
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A suspensdo etandlica do ExtTa foi concentrada em liofilizador K105 (LIOTOP). Esse
processo consiste em secar a solucao do extrato eliminando todo o liquido por sublimac&o.
Apods secagem do extrato, o mesmo foi solubilizado em tamp&o 20 pmol Tris-HCI, (Affymetrix)
em pH 8. Em seguida, a solucdo foi submetida a cromatografia utilizando uma coluna de
filtracdo molecular superose TM 12 10/300 GL (GE LifeSciences) acoplada ao equipamento
FPLC (Pharmacia biotec, modelo LKB PUMP p500). O monitoramento das fra¢des 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 colaboragéo do técnico Jamil Silvano de Oliveira. As fracdes
coletadas foram liofilizadas, solubilizadas em DMSO 100% (Sigma) e estocadas em freezer a
-20°C até o momento do uso.

4.6- Caracterizacdo do Extrato e fragdes de T. asperelloides

4.6.1 -Dosagem de proteina pela técnica do Acido Bicinconinico (BCA)

A técnica que foi empregada para quantificacdo das proteinas do extrato é baseada no uso
do &cido bicinconinico (BCA) para a quantificacdo colorimétrica de proteinas totais. Esse
método combina a reducdo de Cu2+ para Cul+ por proteinas, em meio alcalino, com a
sensibilidade e seletividade da deteccao colorimétrica do cation de cobre (Cul+) pelo BCA. A
unido de duas moléculas de BCA a um ion de cobre resulta na formacao de um produto de
cor roxa o qual absorve luz no comprimento de 562 nm. A absorbéancia cresce linearmente
com o aumento da concentracdo de proteinas em um segmento definido (20-2,000 pg/ml)
(Fischer et al., 1999); (Prozialeck et al., 2002).

A quantificacdo do contetdo proteico do extrato e de suas fracdes foi feita utilizando o kit
Pierce BCA Protein Assay (Thermo Scientifc), de acordo com as instrugdes do fabricante e
com a colaboracdo do laboratorio de Imunoquimica de toxinas naturais. Brevemente, foi
preparada uma curva padrdo, em duplicata, usando diluicdes seriadas (1:2 a partir de
2mg/mL) da proteina albumina (BSA) em DMSO 100% (Sigma). Em placa de 96 pocos, foram
colocados 5 L de cada diluigdo, em duplicata, e, em seguida, foram acrescentados 200 uL
de BCA Working Reagent (WR) em cada pocgo. A placa foi, entdo, incubada a 37°C por 30
minutos antes da leitura a 562 nm em espectrofotdbmetro Varioskan Flash (Thermo Scientific).
O DMSO puro (100%) foi usado como branco.
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4.6.2 -Dosagem de AcuUcares Redutores Totais por DNS

Os carboidratos sdo componentes dos organismos Vvivos, presentes em diversos processos
metabdlicos. Eles podem ser classificados em mono, oligo ou polissacarideos, sendo que os
dois Ultimos sdo compostos por moléculas de monossacarideos unidas por ligacbes
hemiacetalicas, o0 que torna possivel quebra-los em componentes menores. J4 0s
monossacarideos ndo sao passiveis de hidrolise e sdo conhecidos como aglcares redutores,
pois em uma reacdo de oxi-reducdo, eles sdo capazes de reduzir o outro componente da
reacdo, consequentemente, sendo oxidados. Por conta dessa propriedade redutora, os

monossacarideos sdo comumente utilizados em testes de dosagem de acucares.

A fim de aferir a quantidade de AclUcares Redutores Totais (ART) no extrato e fragbes de T.
asperelloides, a dosagem indireta de polissacarideos totais presentes no extrato, foi realizada
empregado-se o teste do acido dinitrosalicilico (DNS) em colaboracao com o laboratério de
Imunoquimica de toxinas naturais. Este teste baseia-se na reagdo entre o agUcar redutor
(monossacarideo) e o acido 3,5-dinitrosalicilico (que apresenta cor amarela). Ao ser reduzido
pelos monossacarideos, 0 DNS da origem a um composto avermelhado que absorve luz no
comprimento de onda de 540nm. A absorbéancia avaliada cresce linearmente com o aumento

da concentragdo de agucares redutores presentesem uma solucao.

Foi construida uma curva padréo utilizando o acucar Glicose (32 mM)(Sigma), em diluicdes
seriadas 1:2 em DMSO 100% (Sigma). Em uma placa de 96 pocos, 5 uL de cada diluigao de
glicose foram adicionados em duplicata, assim como as amostras e 0 branco (DMSO 100%).
Em seguida 20 pL do reagente DNS foram adicionados em cada pogo e a placa foi aquecida
a 95°C por 10 minutos, para hidrélise dos polissacarideos em monossacarideos redutores. O
volume final da reagao foi completado para 100 yL com DMSO 100% e a leitura foi feita no

comprimento de onda de 540 nm no leitor Varioskan Flash (Thermo Scientific).

4.6.3 -Viabilidade microbiol6gica

Para confirmacé&o da auséncia de fungos e/ou bactérias viaveis no extrato, o mesmo foi diluido
em PBS, plaqueado em meio BDA (HiMedia) e outra aliquota inoculada em caldo tioglicolato.
As placas e o caldo tioglicolato inoculados foram incubados em estufa a 28°C e 37°C,
respectivamente, por 7 dias. Foi também avaliada a viabilidade microbiana no DMSO e no

PBS que foram usados como diluentes do extrato.
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4.7- Avaliacado do efeito citotoxico

A avaliacdo do efeito citotoxico foi realizada pelo ensaio de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide]. Este ensaio € baseado na capacidade das desidrogenases
mitocondriais de clivarem os anéis tetrazolium do corante MTT resultando na formacédo de

cristais azuis.

Foi avaliado o efeito de diferentes concentragdes do extrato etandlico (diluicdes seriadas 1:2
partindo de 800 ug/ml) sobre as células. As linhagens celulares foram plaqueadas, (1x10*
células por pogo), em quadruplicata, em 100 ul de meio especifico contendo 10% de SBF em
placas de 96 pocos e ap6s 24 horas de incubacgéo, o meio foi removido e novo meio, contendo
o extrato nas diferentes concentracdes, foi adicionado. Apos 48h de incubacéo, a cada pocgo
foi adicionada uma solucdo de MTT (Sigma) em meio de cultura (0,5 pg/ul), e as culturas
foram incubadas por 4 horas a 37°C em estufa com atmosfera saturada com 5% de CO,. Em
seguida, o meio foi removido e 100 ul do solvente (DMSO 100%- Sigma ou Dimetilformamida
(Sigma) + SDS 10% (Affymetrix); 1:1 v/v) foram adicionados para solubilizag&o dos cristais de
formazan. Apos a solubilizagéo dos cristais de formazan, a leitura da absorbancia foi feita a
570 nm no equipamento Varioskan Flash (Thermo Scientific). Po¢cos contendo apenas células
com meio ou contendo células com meio + DMSO 20%, foram utilizadas como controle. Pocos
contendo meio com DMSO 20% ou ExtTa foram utilizados como branco.

Para avaliar o potencial do extrato como agente antitumoral, foram considerados alguns
parametros de citotoxidade: a concentragdo que inibe 50% das células (IC50) e o indice de
seletividade (I1S). O IS consiste na razao entre o IC50 da linhagem celular ndo tumoral
(GM637) e o IC50 da linhagem tumoral (MDA-MB-231, MCF7 ou 4T1), sendo considerado
que quanto maior o IS, maior é a seletividade do efeito citotoxico do extrato sobre as células

tumorais em relacéo as células ndo tumorais.

4.8 Avaliacao do efeito bioldgico do extrato no ciclo celular

As alteracdes 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 6 pocos (3 x 10° células por poco), e incubadas por
16 horas a 37 °C em estufa com atmosfera saturada de 5% de CO2. As células foram, entdo,
incubadas com meio contendo 10% de SFB e ExtTa. A dose de ExTa usada no tratamento foi
calculada com base na concentracdo de IC50 da linhagem tumoral MDA-MB-231 (30,65

pg/ml), durante os periodos de 3h e 24h, a 37 °C a 5% de CO2. Apoés o periodo de tratamento,
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as células foram transferidas para tubos de 1 mL e centrifugadas a 950 g durante 5 minutos
em microcentrifuga (Denver Instrument Company, USA). O sobrenadante foi desprezado e ao
precipitado de células foram acrescentados 50 ul de RNAse A (100 ug/ml) e 300 pyl de uma
solucéo fluorocrémica hipotdnica (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 sédio a 0,1% (Sigma, Saint Louis, Missouri USA). As amostras foram incubadas por
4 h a 4 °C e posteriormente foi feita a analise por citometria de fluxo (BD FACSCan™
pertencente ao Laboratorio de Citometria do ICB- UFMG).

4.9- Avaliacéo do efeito do ExtTa sobre o estresse oxidativo

A quantidade enddgena de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi mensurada por um ensaio
fluorimétrico, utilizando uma sonda 2°,7 -dichlorofluoresceina diacetato (DCFH-DA;
Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em colaboracdo com a dourtoranda
Marliete Carvalho do Laboratério de Micologia. As células tratadas com o ExtTa (30,65 pug/ml),
foram incubadas com sonda especifica para quantificacdo de ROS, em estufa a 37°C e 5%
de CO2, por 3 e 24h. A fluorescéncia foi mensurada na mesma placa do experimento, em
leitor de placas Synergy 2 (BioTek) em comprimentos de onda de excitagdo e de emisséo de

500nm. Os dados foram expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia = SE.

4.10 -Analise da Inducé&o de Autofagia por MET

Foi avaliado o efeito do ExtTa sobre a taxa de autofagia nas linhagens celulares MDA-MB-
231 e GM637. As células foram plaqueadas (6x10° células por poco) em placas de 6 pocos e
o tratamento realizado utilizando a concentracéo de IC50 do extrato para MDA-MB-231 (30,65
pg/ml), durante o periodo de 24h. Como controles positivos, por sabidamente induzem
formacdo de vacuolos autofagicos nestas células, foram utilizados o LPS proveniente de
Escherichia coli (Sigma) (1 ug/ml) e Rapamicina (10 uM). Apés as 24 horas de tratamento, as
células foram fixadas com glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato de sédio a 0,1 M,
lavadas com o mesmo tampéo por duas vezes e poés-fixadas em solucao de tetroxido de 6smio
a 1%, ferrocianeto de potassio a 0,8% e cloreto de calcio a 5 mM. A seguir, as células foram
desidratadas em concentragfes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e infiltradas
em resina epoxi Polybed (Polysciences). As amostras polimerizadas foram submetidas a
ultramicrotomia para obtencéo de cortes ultrafinos que foram coletados em grades de cobre
e as amostras contrastadas em citrato de chumbo a 2% e acetato de uranila a 7%. A
observacao foi realizada em microscépio eletrénico de transmissao Zeiss EM 109 a 80kV no

Centro de Microscopia eletronica da UESC em colaboracdo com Danielle Oliveira dos Anjos.
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4.11 Perfil eletroforético das fragbes de T. asperelloides

Fracdes selecionadas do ExtTa foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE para
avaliacdo do perfil de massa molecular do contetdo proteico. Este ensaio foi realizado com a
colaboracdo do Técnico Jamil Silvano de Oliveira do laboratério de Enzimologia e Fisico-
Quimica de proteinas. Brevemente, 20 ug e 30 pg de proteina de cada fracdo passaram por
secagem em aparelho Speedvac Concentrator plus (Eppendorf), para evaporacdo do DMSO.
Os sedimentos foram, entdo, ressuspendidos em tamp&o de amostra 2x (SDS 10%, 2-
mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol 2%, Tris-Hcl 0,5 M Ph 6.8), fervidas por 5 minutos
e, em seguida, as amostradas foram aplicadas nas canaletas de gel de poliacrilamida (10 ou
15%, 1 mm de espessura). O fracionamento eletroforético foi feito a 120 volts, por 3h em
tampdo de corrida 10X. Como marcadores de tamanho molecular foram usados o
Amersham™ECL™ Rainbow™ Marker - Low Range #RPN755E e ThermoScientific Protein
Ladder # 26630. Os géis foram fixados em glutaraldeido 10% e corados pela prata, azul
brilhante de coomassie ou pelo corante de Schiff (coloragéo especifica para glicoproteinas).
Os géis foram visualizados em transiluminador e fotografados utilizando camara fotografica

digital acoplada a aprelho celular modelo Lenovo Vibe Kb5.

4.12 Andlise estatistica

A curva de citotoxidade do extrato de T. asperelloides e fragBes foi gerada através do
programa estatistico GraphPad Prism 5.0. Para analises estatisticas do efeito no estresse
oxidativo e efeito no ciclo celular foi utilizado o teste estatistico de Analise de Variancia
(ANOVA) com pés-teste de Turkey ou Bonferroni entre as amostras, também através do
GraphPad 5.0. Foram considerados resultados estatisticamente significantes aqueles com
p<0,05.
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5. RESULTADOS

Os extratos etandlicos de T. asperelloides foram obtidos a partir de suspenséao contendo hifas
e esporos do fungo cultivado em meio BDA (Agar dextrose batata) por 7 dias em etanol 95%
conforme descrito anteriormente. Ao todo foram obtidos dois extratos totais do fungo, que
foram denominados, respectivamente, de ExtTa 1 e ExtTa 2. Os extratos totais foram secos
em secador a vacuo para remocao da fase etanodlica e o precipitado homogeneizado em
DMSO 100%. Foram obtidos 471 mg totais da primeira preparacdo de extrato (ExtTal), na
concentracdo de 393 mg/ml. Da segunda preparacdo (ExtTa 2) foram obtidos 16,2 mg totais

na concentracéo de 162 mg/ml, conforme mostrado na tabela 5.

Tabela 5 - Concentracdo e conteldo total dos extratos ExtTa 1 e 2 de T. asperelloides

Extrato Concentracédo (mg/ml) Conteudo total (mg)
ExtTa 1 393,0 471,0
ExtTa 2 162,0 16,2

5.2 Caracterizacdo do ExtTa e fracdes obtidas por Cromatografia liquida rapida de
proteina (FPLC)

5.2.1 Viabilidade microbiana

Uma vez que o extrato seria usado para tratamento de células em cultura, fez-se importante
testar se o processo de extracdo e a solubilizacdo em DMSO haviam sido de fato eficientes
para eliminar formas de vida associadas a preparacao, de forma a se evitar o carreamento de
contaminacgdo para a sala de cultura de células. Para a avaliagdo da viabilidade microbiana
presente nos extratos, aliquotas dos extratos em DMSO foram plaqueadas em BDA e em
caldo tioglicolato para verificagdo da presenca de fungos e bactérias, respectivamente.
Conforme mostrado na Figura 5, ndo houve crescimento microbiano em nenhuma das
amostras analisadas o que atesta que os extratos ndo estavam contaminados por fungos ou

bactérias, e que poderiam ser utilizados de forma segura na unidade de cultura de células.
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Figura 5 - Avaliagdo de viabilidade microbiana nas preparagdes do extrato do fungo T. asperelloii'des

O extrato etandlico de T. asperelloides diluido em PBS (A.1;B.2) foi incubado em BDA(A) e caldo tioglicolato (B),
a 28°C e 37°C, respectivamente, durante 7 dias, juntamente com trés controles: um contendo apenas
meio(A.2;B.4), outro com DMSO 100% (A.3;B.1) e outro com PBS (A.4;B.3). N&o foi observado crescimento em
nenhum dos meios de cultura em nenhuma das amostras analisadas.

5.2.2 Dosagem de proteinas e carboidratos

O fracionamento do extrato ExtTa 1 por FPLC em coluna de filtracdo molecular superose TM
12 10/300 GL, resultou em 39 fragdes (Figura 6). A solugéo etandlica do ExtTa 2 foi separada
em 8 aliquotas para seu fracionamento por FPLC devido ao grande volume obtido (47 ml). O
fracionamento dessas 8 aliquotas foi realizado em condicbes semelhantes aquelas
empregadas no fracionamento do ExtTa 1, e foi obtido um total de 40 fra¢des (Figura 7). Para
facilitar o entendimento, as frac6es do extrato ExtTa 1 serdo referidas com o numero da
espectiva fracdo seguido do numeral 1 (.1), enquanto as fragBes do ExtTa2 serdo referidas

com o numero da respectiva fracdo seguido pelo numeral 2 (.2).

As fragbes obtidas por FPLC de ambos os extratos se encontram em uma faixa de massa
molecular que varia entre 158 e 6,5 kDa. As fracdes que apresentaram maior quantidade de
conteddo molecular sdo aquelas encontradas na faixa de 1 a 15, e pelos perfis
cromatogréficos de ExtTa 1 e ExtTa 2, tais fracdo se encontram organizadas em trés grandes
picos: pico I, pico Il, pico Il (Figuras 6 e 7). Ao se comparar o perfil cromotaografico de ExtTa
1 (Figura 6) com ExtTa 2 (Figura 7), é possivel observar que apresentam perfil bem
semelhante.

A dosagem de proteinas totais presentes no extrato total e nas fracbes de ambos os extratos

foi feita utilizando-se BCA, e a estimativa da concentracao de polissacarideos pelo método
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indireto de dosagem de acgUcares redutores totais por DNS. Os resultados das dosagens para
0 extrato ExtTa 1 sdo apresentados na Figura 8. O resultado das dosagens indicou que ExtTa
1 possui um alto conteudo proteico e de carboidratos, apresentando cerca de 40 mg/ml e 7
mg/ml respectivamente, como pode ser visto na figura 8. O ExtTa 2 também apresentou um
alto conteudo proteico (139,7 mg/ml), enquanto a concentracdo de polissacarideos presente
foi de 10,2 mg/ml, como também pode ser visto na figura 8. Foi observado que as fracdes que
apresentaram maior contedo molecular foram aquelas de maior peso molecular, isto &, as
fracOes de 1 a 15, tanto para o extrato ExtTa 1 quanto ExtTa 2. Para os demais experimentos,
as fracbes que apresentaram menor contetdo proteico foram agrupadas em pools cada um
composto por 5 fracdes: fragbes de 16-20 (pooll), 21-25 (pool2), 26-30 (pool3), 31-35 (pool4)
e 36-39 (pool5) (Figura 6).
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Figura 6 - Fracionamento por cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) do extrato etandlico ExtTa 1
de Trichoderma asperelloides.

O extrato etandlico de Trichoderma asperelloides foi liofilizado e homogeneizado em Tris-Hcl (pH 8,5) antes de
ser submetido ao fracionamento por FPLC em coluna de filtragdo molecular superose TM 12 10/300 GL onde foi
separado com base no tamanho molecular. Ao todo foram obtidas 39 fracdes.

O conteudo proteico e de polissacarideos de cada fracdo dos extratos ExtTa 1 e ExtTa 2
também foi avaliado (tabelas 6 e 7 e figuras 9 e 10). A dosagem por BCA do conteldo proteico

das fragdes corrobora os resultados encontrados pelo fracionamento por FPLC, sendo que as
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fracbes 4.1 e 5.1 do ExtTa 1 apresentaram o maior contetdo de proteinas (7,75 e 12,06 mg/ml,
respectivamente) (figura 9 e tabela 6). As fracBes que apresentaram maior contetdo de
carboidratos foram as fragdes 10.1 e 11.1 (3,21 e 1,12 mg/ml) e os pools 2.1 e 3.1 (0,94 e
1,81 mg/ml) como pode ser visto na tabela 6 e figura 9.

As fragbes 4.2, 5.2, 6.2, 7.2 e 12.2 resultantes do fracionamento por FPLC de ExtTa 2 foram
selecionadas para os demais ensaios devido a resultados obtidos de ensaios prévios de
citotoxidade com essas mesmas fracdes do extrato ExtTa 1. Foram, entdo, selecionadas 6
das 8 aliquotas das fracdes citadas acima, solubilizadas em DMSO 100% de maneira a obter-
se uma Unica aliquota de cada fragdo. Essas aliquotas das fracdes 4.2, 5.2, 6.2, 7.2 e 12.2
foram entdo dosadas quanto a quantidade de proteinas por BCA, obtendo um resultado que
variou entre 0,4 a 8,9 mg de proteinas totais, e contetido de carboidratos relativamente similar,
variando entre 2,186 e 2,695 mg totais, como é apresentado na tabela 7. A fracdo 5.2
apresentou maior conteudo proteico (12,7 mg/ml), seguida pela fragéo 6.2 (9,5 mg/ml) (Figura

10 e tabela 7).
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Figura 7 - Fracionamento por cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) do ExtTa 2 de T. asperelloides.

Tempo de Retencao

O extrato etanolico de Trichoderma asperelloides foi liofilizado e homogeneizado em Tris-Hcl (pH 8,5) antes de ser
submetido ao fracionamento por FPLC em coluna de filtragdo molecular superose TM 12 10/300 GL onde foi
separado com base no tamanho molecular. As figuras de A-H mostram o fracionamento de 8 aliquotas do ExtTa 2.

Ao todo foram obtidas 40 fracGes.
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Figura 8 — Quantificacdo do contelido de proteinas e carboidratos presentes no extrato etandlico do fungo
Trichoderma asperelloides.

Foi realizada a dosagem proteica e de carboidratos para ExtTal (azul) e ExtTa2 (Laranja). A dosagem proteica do
extrato foi realizada pelo método de BCA tendo como referéncia uma curva padréo da proteina albumina de soro
bovino (BSA). A leitura foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda de 562 nm. A dosagem de
carboidratos foi realizada de maneira indireta pela dosagem de acgUcares redutores totais (ART) pelo método de
DNS, utilizando como referéncia uma curva padréo da glicose. A leitura foi feita por espectrofotometria a 540nm.

5.3 Avaliacéo da citotoxidade do ExtTa e das fracfes

A avaliacao da citotoxidade do ExtTa 1 foi realizada em duplicata biolégica utilizando o método
do MTT para as linhagens tumorais de mama humana MDA-MB-231 e MCF7, o fibroblasto
humano GM637 e a linhagem de tumor de mama murino 4T1. O ExtTa 1 apresentou
citotoxidade para todas as linhagens, sendo que a linhagem MDA-MB-231 foi a mais sensivel
(IC50 médio = 30,65 pg/ml) (Tabela 8 e figura 11 C e D) e a linhagem MCF7 foi a menos
sensivel (IC50 médio = 71,99 pg/ml) (Tabela 8 e figura 11 A e B). O indice de seletividade
(IS), que representa quantas vezes 0 extrato € mais citotoxico para a linhagem tumoral em
relacdo a linhagem n&o tumoral, foi calculado para as linhagens MDA-MB-231, MCF7 e 4T1,
utilizando como base o IC50 médio do fibroblasto ndo tumorigénico GM637 (49,31 pg/ml)
(Tabela 8 e Figura 11 G e H). Foi observado que o extrato é 0,68 vezes mais citotoxico a
linhagem MCF7 e 1,6 vezes mais citotéxico a MDA-MB-231 em relacdo a GM637. O IC50
médio para a linhagem 4T1 foi de 41,30 pg/ml e IS de 1,33 (Tabela 8 e figura 11 E e F).
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Figura 9 - Conteddo proteico e de carboidratos nas fragdes e pools do ExtTa 1 de T. asperelloides

A dosagem proteica (laranja) do extrato foi realizada pelo método de BCA tendo como referéncia uma curva padréo
da proteina albumina de soro bovino (BSA). A leitura foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda
de 562 nm. A dosagem de carboidratos (azul)foi realizada de maneira indireta pela dosagem de acUcares redutores
totais (ART) pelo método de DNS, utilizando como referéncia uma curva padréo da glicose. A leitura foi feita por
espectrofotometria a 540nm.

Tabela 6 - Proteinas e carboidrato totais das fragdes e pools de ExtTa 1

o Proteinas Carboidratos totais
Fracoes

totais (ug) (H9)

1 3,55 0,15

2 13,36 0,05

3 190,98 0,07

4 620,75 0,02

5 965,16 0,05

6 179,96 0,07

7 74,36 0,00

8 269,49 0,31

9 188,98 0,5

10 308,84 3,21

11 347,65 1,12

12 2,88 0,07

13 14,26 0,05

14 6,20 0,11

15 4,45 0,09
pool1(16-20) 3,87 0,32
pool2(21-25) 0,00 0,94
pool3(26-30) 0,00 1,81
pool4(31-35) 0,00 0,62
pool5(36-39) 0,35 0,08
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Foi realizado um screening inicial para verificacdo da citotoxidade das fracbes, para isso, as
fracGes e pools do ExtTa 1 de T. asperelloides foram avaliados quanto a sua citotoxidade
sobre as linhagens celulares MDA-MB-231 e GM637 utilizando o método de MTT. Para as
fracBes de 1.1 a 15.1 foi utilizada uma quantidade de 4 e 1 ug/ml de proteinas, porém para 0s
pools de fracdes, devido a pequena quantidade de proteinas em cada pool, foi escolhido um
volume de 10 e 2,5 ul de cada pool para a avaliacao da citotoxidade. Como é apresentado na
Figura 12 e 13, as fracbes 4.1, 5.1 e 15.1 foram aquelas que apresentaram maior citotoxidade
para ambas as linhagens, enquanto as fragcdes 6.1, 7.1 e 12.1 apresentaram uma citotoxidade
maior para a linhagem MDA-MB-231 do que para a GM637. Ja as fracbes 10.1 e 11.1
apresentam uma citotoxidade maior para a GM637 do que para MDA-MB-231. Os pools de

fracdes ndo apresentaram grande citotoxidade para ambas as linhagens (Figuras 14 e 15).
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Figura 10 - Contelido proteico e de carboidratos nas fragdes e pools do ExtTa 2.

A dosagem proteica (laranja) do extrato foi realizada pelo método de BCA tendo como referéncia uma curva padrao
da proteina albumina de soro bovino (BSA). A leitura foi realizada por espectrofotometria no comprimento de onda
de 562 nm. A dosagem de carboidratos (azul) foi realizada de maneira indireta pela dosagem de aglcares redutores
totais (ART) pelo método de DNS, utilizando como referéncia uma curva padréo da glicose. A leitura foi feita por
espectrofotometria a 540nm.

Tabela 7 Proteinas e carboidratos totais presentes nas fragdes 4.2,5.2, 6.2,
7.2e12.2do ExtTa 2

FracOes de Proteinas totais em mg Carboidratos
ExtTa 2 totais em mg
4.2 0,43 2,186

5.2 8,90 2,453

6.2 5,70 2,366

7.2 3,07 2,317
12.2 4,96 2,695
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Para a avaliacdo da citotoxidade do ExtTa 2 sobre as linhagens MDA-MB-231 e GM637 foram
usadas diluicbes seriadas 1:2 do extrato variando entre 800 e 1,26 pug/ml. O ExtTa 2
apresentou uma citotoxidade semelhante a do ExtTa 1, apresentando IC50 16,57 ug/ml para
a linhagem MDA-MB-231 e IC50 25,15 pug/ml para a linhagem GM637, sendo 1,51 vezes mais
citotoxico para a linhagem tumoral de mama do que para a linhagem de fibroblasto (Figura 16
e tabela 9)

Com base no screening inicial de citotoxidade utilizando as fragbes do ExtTa 1, algumas
fracbes de ambos os extratos foram selecionadas para verificagdo do indice de seletividade,
e assim inferir qual fracao possa apresentar o principio ativo cujo efeito foi observado com os
extratos. As fracbes 4.1,5.1, 6.1 de ExtTale 4.2,5.2, 6.2, 7.2 de ExtTa 2 foram selecionadas
para tal avaliagdo. Foi realizado o ensaio de citotoxicidade pelo método de MTT e foram
utilizadas as linhagens MDA-MB-231 e GM637, obtendo-se o IS através da comparac¢ao do
IC50 de cada fracao para a linhagem MDA-MB-231 com o IC50 para GM637. Como é possivel
observar na figura 17 e na tabela 9, a fracdo 4.1 apresentou um IS de apenas 0,99, o que
indica que ambas as linhagens séo igualmente sensiveis a agdo dessa fracao, ja a fracdo 4.2
apresentou IS de 1,96 (Figura 18), o que indica que a MDA-MB-231 é quase 2 vezes mais
sensivel a esta fragdo do que a GM637. A fracdo 5.1 apresentou IS 1,32, enquanto a fragéo
5.2 apresentou IS 1,92 (Figura 19), o fibroblasto GM637 apresentou maior sensibilidade ao
efeito das fracdes 6.1, 6.2 e 7.2 do que a linhagem de adenocarcinoma mamario MDA-MB-
231 (IS 0,99; 0,8 e 0,85, respectivamente) (Figuras 17-23 e tabela 9).
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Figura 11 - Avaliacéo da citotoxidade do ExtTa 1 sobre as linhagens de adenocarciona de mama e humano e
murinho, e fibroblasto.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em duplicata bioldgica para as linhagens celulares MCF7 (A-B), MDA-MB-
231(C-D), 4T1 (E-F) e GM637 (G-H), utilizando o método de MTT. As linhagens celulares foram submetidas ao
tratamento com diferentes concentracdes do extrato como indicado nos graficos e incubadas por 48 h. Ao fim do
periodo de incubacgdo, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubagéo por mais 4 h. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e absorbancia da solugdo a 570 nm foi avaliada por
espectofotometria. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% de SFB foram utilizados como controle de morte e
sohrevivéncia. resnectivamente.
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Tabela 8 - Valor de IC50 e indice de Seletividade (IS) do ExtTa 1 para as células GM637, MCF7, MDA-MB-
231e4T1

IC50 (pg/ml) IS
GM637 49,30 -
MCF7 62,04 0,69
MDA-MB-231 30,65 1,60
4T1 41,30 1,33

M4 ug/ml m1ug/ml

Indice de viabilidade celular

S T TN L U S T G S N G G
'\r’\"’)b‘%b’\%%@\,\,\’)’\"’),\y@,&

Fracoes

Q/X
OV

& &

>

Figura 12 - Avaliacao da citotoxidade das fracdes do ExtTa 1 para alinhagem de adenocarcinoma de mama
MDA-MB-231.

As fragbes de 1 a 15 foram avaliadas quanto a citotoxidade para a linhagem de adenocarcinoma de mama
humano MDA-MB-231. As células foram tratadas com 4 (verde) e 1 (roxo) ug/ml de proteina de cada uma das
fracBes por 48h. Ao fim do periodo de incubamento, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubagéo por
mais 4 h. Os cristais de formazan formados foram solubilizados em DMSO 100% e absorbancia da solucéo a
570 nm foi avaliada por espectofotometria.
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Figura 13 - Avaliacdo da citotoxidade das fracdes do ExtTa 1 para a linhagem de fibroblasto néo
tumorigénico GM637.

As fragBes de 1 a 15 (4-verde e 1- roxo pg/ml de proteina de cada fracéo) foram usadas no tratamento de células
GM637 Ao fim do periodo de 48 horas de incubacdo, o MTT foi adicionado e, apés 4 h os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm foi realizada no
espectofotbmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados como controle de morte e
sobrevivéncia, respectivamente.
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Figura 14 - Avaliacéo da citotoxidade dos pools do ExtTa 1 para a linhagem de adenocarcinoma de mama
MDA-MB-231.

Os pools de 1 a 5 (10-verde e 2,5 pl- roxo de cada pool) foram avaliados quanto a sua citotoxidade para as
células MDA-MB-231. Apds a incubagao por 48h em presenca das fragdes, foi adicionado o MTT e realizada
nova incubacao por mais 4 h. Os cristais de formazan formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura
da sua absorbancia a 570 nm realizada em espectofotdometro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB
foram utilizados como controle de morte e sobrevivéncias, respectivamente.
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Figura 15 Avaliagdo da citotoxidade dos pools do ExtTa 1 para a linhagem de fibroblasto néo
tumorigénico GM637.

Os pools de 1 a 5 (10-verde e 2,5 pl- roxo de cada pool) foram avaliados quanto a sua citotoxidade para as
células GM637. Apos a incubagéo por 48h em presenca das fracdes, foi adicionado o MTT ei realizada nova
incubagao por mais 4 h. Os cristais de formazan formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da
sua absorbancia a 570 nm realizada em espectofotdmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB
foram utilizados como controle de morte e sobrevivéncias, respectivamente.
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Figura 16 Avaliacdo da citotoxidade do ExtTa 2 sobre os fibroblastos GM637 e as células de adenocarcinoma de
mama MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em triplicata biologica, utilizando o método de MTT. As linhagens celulares foram
submetidas ao tratamento com diversas concentracdes do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo de
incubamentocédo, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubagéo por mais 4 h. Os cristais de formazan formados
foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm realizada em espectofotdbmetro. DMSO 20%
e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e sobrevivéncias, respectivamente. Painéis
A-C: triplicatas experimentais independentes realizadas com as células GM637; painéis D-F: triplicatas experimentais
independentes realizadas com as células MDA-MB-231.
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Figura 17 - Avaliagdo da citotoxidade da fragdo 4.1 sobre os fibroblastos GM637 e as células de
adenocarcinoma de mama MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em duplicata biolégica, utilizando o método de MTT. As linhagens celulares
foram submetidas ao tratamento com diversas concentracées do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo
de incubamentocgdo, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubagao por mais 4 h. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm realizada em
espectofotdbmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e
sobrevivéncias, respectivamente. Painéis A-B: duplicatas experimentais independentes realizadas com as
células GMG37- nainéis CC-N' dunlicatas exnerimentais indenendentes realizadas com as células MDA-MB-231
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Figura 18 -Avaliagdo da citotoxidade da fracdo 4.2 sobre o fibroblasto GM637 e adenocarcinoma mamario
MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada utilizando o0 método de MTT. As linhagens celulares foram submetidas ao
tratamento com diversas concentra¢gdes do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo de incubamentocéao,
o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubag¢éo por mais 4 h. Os cristais de formazan formados foram
solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbéncia a 570 nm realizada em espectofotémetro. DMSO 20%
e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e sobrevivéncias, respectivamente.
Painél A: células GM637; painel B: células MDA-MB-231.
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Figura 19 - Avaliacdo da citotoxidade da fracdo 5.1 sobre o fibroblasto GM637 e o0 adenocarcinoma de
mama MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em duplicata bioldgica, utilizando o método de MTT. As linhagens celulares
foram submetidas ao tratamento com diversas concentra¢des do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo
de incubamentocéo, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubag&o por mais 4 h. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm realizada em
espectofotdbmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e
sobrevivéncias, respectivamente. Painéis A-B: duplicatas experimentais independentes realizadas com as
células GM637; painéis C-D: duplicatas experimentais independentes realizadas com as células MDA-MB-231.
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Figura 20 - Avaliagdo da citotoxidade da fracdo 5.2 sobre o fibroblasto GM637 (A-C) e o adenocarcinoma
de mama MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em triplicata bioldgica, utilizando o método de MTT. As linhagens celulares
foram submetidas ao tratamento com diversas concentra¢des do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo
de incubamentocao, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubagao por mais 4 h. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm realizada em
espectofotbmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e
sobrevivéncias, respectivamente. Painéis A-C: triplicatas experimentais independentes realizadas com as
células GM637; painéis D-F: triplicatas experimentais independentes realizadas com as células MDA-MB-231.
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Figura 21 - Avaliacado da citotoxidade da fragéo 6.1 sobre o fibroblasto GM637 e adenocarcinoma de mama
MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada utilizando o método de MTT. As linhagens celulares foram submetidas ao
tratamento com diversas concentracdes do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo de incubamentogéo,
o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubacdo por mais 4 h. Os cristais de formazan formados foram
solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm realizada em espectofotdmetro. DMSO 20%
e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e sobrevivéncias, respectivamente.
Painéis A:GM637; painéis B: MDA-MB-231.
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Figura 22 - Avaliacdo da citotoxidade da fracdo 6.2 sobre o friboblasto GM637 e 0 adenocarcinoma de
mama MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em duplicata bioldgica, utilizando o método de MTT. As linhagens celulares
foram submetidas ao tratamento com diversas concentra¢des do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo
de incubamentocdo, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubacgdo por mais 4 h. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbéncia a 570 nm realizada em
espectofotdmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e
sobrevivéncias, respectivamente. Painéis A-B: duplicatas experimentais independentes realizadas com as
células GM637; painéis C-D: duplicatas experimentais independentes realizadas com as células MDA-MB-231.
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Figura 23 - Avaliacdo da citotoxidade da fragéo 7.2 sobre o friboblasto GM637 e o adenocarcinoma de mama
MDA-MB-231.

A citotoxidade do extrato foi avaliada em duplicata biologica, utilizando o método de MTT. As linhagens celulares
foram submetidas ao tratamento com diversas concentra¢des do extrato e incubadas por 48 h. Ao fim do periodo
de incubamentogédo, o MTT foi adicionado e foi realizada nova incubagdo por mais 4 h. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados em DMSO 100% e a leitura da absorbancia a 570 nm realizada em
espectofotdbmetro. DMSO 20% e meio RPMI-1640 + 10% do SFB foram utilizados para controle de morte e
sobrevivéncias, respectivamente. Painéis A-B: duplicatas experimentais independentes realizadas com as
células GM637; painéis C-D: duplicatas experimentais independentes realizadas com as células MDA-MB-231.

Tabela 9 - IC50 para as linhagens GM637 e MDA-MB-231 e IS para ExtTa 1 e 2 e respectivas fragdes.

Amostra IC50 GM637 IC50 IS
MDA-MB-231

ExtTa 1l 40,31* 30,65* 1,60

ExtTa 2 25,15** 16,57** 1,52
Fracédo 4.1 1,14* 1,16* 0,99
Fracédo 4.2 412 2,10 1,96
Fracédo 5.1 7,47* 5,68* 1,32
Fracédo 5.2 5,19** 2,70%* 1,92
Fracdo 6.2 10,98* 13,65* 0,80
Fracédo 7.2 6,78* 8,02* 0,85

*Média das duplicatas biologicas

** Média das triplicatas biol6gicas
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5.4 Avaliacdo de efeitos bioldgicos produzidos por ExtTa 1

Com o objetivo de iniciar uma avaliacdo sobre quais outros possiveis efeitos biologicos, além
da citotoxicidade, os extratos etanolicos de T. asperelloides e suas fragbes exerceriam sobre
as células, o ExtTa 1, por apresentar maior quantidade disponivel, e a linhagem MDA-MB-
231, que se mostrou mais sensivel aos efeitos citotoxicos do ExTa, foram selecionados para
os estudos preliminares. A linhagem de fibroblasto humano GM637 foi usada como referéncia
de célula ndo-tumorigénica. Para a realizacdo dos ensaios foi usada a concentracao de 30,65

pug/ml do ExtTa 1 que corresponde ao IC50 médio do extrato para a linhagem MDA-MB-231.

5.4.1 Avaliag&o do efeito no estresse oxidativo

A avaliacdo da indug&o do estresse oxidativo pelo ExtTa 1 foi realizada através da verificacéo
da producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio). Neste ensaio, as linhagens MDA-MB-
231 e GM637 foram submetidas ao tratamento com o extrato (dose calculada com base no
IC50 para a linhagem MDA-MB-231, 30,65 pg/ml) durante o periodo de 3 e 24h (Figura 24).
Foi utilizada a sonda DFCH-DA e peroxido de hidrogénio como controle positivo para
producdo de ROS. Como é possivel visualizar nas figuras 25, ndo houve diferenca na
producdo de ROS entre as células tratadas e ndo tratadas, de ambas as linhagens, e em
ambos os tempos apoés o tratamento. Ainda foi realizado outro ensaio para avaliar a producéo
de ROS utilizando concentragfes de 3 e 6 vezes maiores que a dose de IC50 (90,95 e 183,9
pg/ml, respectivamente), porém, ainda assim, ndo houve diferenca significativa entre os niveis
de ROS encontradas nas células tratadas com o extrato e as células controle (Figura 25).
Esses resultados indicam que o extrato ndo promove aumento na producdo de ROS e,
consequentemente, ndo ha indugcdo do estresse oxidativo pelo ExtTa 1 para as linhagens
MDA-MB-231 e GM637, nos tempos analisados.
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Contudo, é possivel observar que ha uma diferenca significativa ha producdo de ROS entre

as duas linhagens celulares, no periodo de 24h, havendo uma maior producao pela linhagem

GM637.
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Figura 24 - Avaliagdo do efeito do extrato de T. asperelloides sobre o estresse oxidativo nas linhagens GM637
e MDA-MB-231

As linhagens MDA-MB-231 (branco) e GM637 (preto) foram plaqueadas em placa de 96 pogos e tratadas com o
extrato na concentracao de 30,65 pg/ml durante os periodos de 3 e 24h, foi adicionada a sonda DFCH-DA e realizada
a leitura em fluorimetro a 500 nm. Painéis A-C: triplicatas bioldgicas para periodo de tratamento de 3 horas de
tratamento; Painéis D-F: triplicatas bioldgicas para o periodo de 24 h de tratamento. NT: ndo tratado; ExTa: extrato
de T. asperelloides; H202: controle com perdxido de hidrogénio. * p<0,05 (1-way ANOVA, pos-teste de Turkey) em
relagdo ao controle
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Figura 25 - Avaliacdo da inducéo de estresse oxidativo através da producao de ROS do ExtTa
1 para alinhagem MDA-MB-231.

A linhagem foi plaqueada em placa de 96 pogos e tratada com o extrato nas concentra¢es de 3x IC50 (91,95
pg/ml) e 6x (183,9 pg/ml) durante o periodo de 24 h, foi adicionada a sonda DFCH-DA e realizada a leitura em
fluorimetro a 500 nm. NT: ndo tratado; ExTa: extrato de T. asperelloides; H202: controle com perdxido de
hidrogénio. * p<0,05 (1-way ANOVA, pos-teste de Turkey) em relagédo ao controle

5.4.2 Avaliag&o do efeito do tratamento com o extrato de T. asperelloides sobre o ciclo
celular

A influéncia do tratamento com o extrato de T. asperelloides sobre o ciclo celular foi avaliada
por citometria de fluxo e a estatistica foi calculada utilizando a metodologia 2-way ANOVA e
pés-teste de Bonferroni. A avaliacdo foi realizada nos tempos de 3 e 24h, em triplicata, nas
células das linhagens MDA-MB-231 e GM637. Foi observado que o tratamento com o ExtTa
1 pelo periodo de 3h produziu efeito significativo observado em apenas uma das replicatas
dos experimentos com as células MDA-MB-231. O efeito observado foi a redu¢éo do numero
de células em G0O-G1 (p<0,05), enquanto o controle apresentava cerca de 32,23 % das suas
células em G0-G1, o tratado apresentava apenas 29,8% das células em G0-G1, ndo havendo
diferenca significativa da porcentagem de células entre controle e tratado em nenhuma das
outras fases do ciclo (Figura 26 C). No entanto, apds o periodo de 24h foi observada diferenca
significativa entre o grupo de células MDA-MB-231 tratadas com o extrato e as células controle
nas duplicatas realizadas (Figura 27 A e B). Neste caso foi observado um aumento
significativo de células em G0-G1 (p<0,001 - replicata 1,2), e uma reducao de células na fase
S do ciclo (p<0,001 — replicara 2 e 3). A replicata 1 mostra uma diminui¢do na fase G2-M néo
significativa (Figura 27 A), enquanto a replicata 2 mostra uma diminui¢do significativa nessa
mesma fase (p<0,01) (Figura 27 B), e a terceira replicata mostra um aumento significativo
também na fase G2-M (p<0,001). Desta forma, faz-se necessario a repeticdo dos

experimentos para que resultados mais robustos possam ser obtidos.
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Ja para a linhagem GM637 no tempo de 3 h (Figura 28), foi observada uma diminuicao
significativas da quantidade de células na fase GO-G1 em ambas as replicatas bioldgicas
(p<0,05- replicata 1; p<0,01 —replicata 2), e um aumento da fase S, no entanto, esse aumento
s6 foi significativo na segunda replicata bioldgica (p< 0,001)(Figura 28 B). Nao houve
diferenca significativa entre controle e tratado na fase G2-M para nenhuma das replicatas.
Novamente, a repeticao dos experimentos se faz necesséria para confirmacao dos resultados.
ApoOs o tratamento com o ExtTa 1 pelo tempo de 24h, n&o foi observado nenhuma alteracéo

significativa em relacédo ao controle para a linhagem GM637(Figura 29).

Os resultados desses ensaios parecem indicar que o ExtTa 1 esté afetando o ciclo celular da
linhagem MDA-MB-231 no tempo de 24h, através da parada do ciclo celular em GO0-G1, e
aumentando a quantidade de células em S e diminuicdo em GO-G1 na linhagem GM637 no

tempo de 3h.

Um outro ensaio foi realizado para avaliar o efeito do ExtTal e da fracdo 5.2 sobre o ciclo
celular da linhagem MDA-MB-231. Neste ensaio foram utilizadas as concentragdes de 3 e 6
vezes a dose de IC50 de ExtTa 1 para a linhagem MDA-B-231 (91,95 e 183,9 pg/ml,
respectivamente) e 3 vezes a dose do IC50 da fracdo 5.2 (8,1 pug/ml). Foi observado um
aumento significativo na fase SubGO com 6 vezes a dose de IC50 do ExtTa 1(p<0,05) e 3
vezes a dose de IC50 da fracdo 5.2 (p<0,001). Também foi observada uma reducéo
significativa de células na fase GO-G1 utilizando esses mesmos tratamentos (p<0,05 para 6x
IC50 de ExtTal e p<0,001 para 3x IC50 da fracdo 5.2). A diminuicdo de células em G0O-G1 e
0 aumento em subGO pode estar relacionado a fragmentacdo do DNA, sendo possivel que
esta fragmentagéo tenha sido causada pelo desencadeamento de um processo de morte

celular (Figura 30).
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Figura 26 - Analise do efeito de ExtTa 1 no ciclo celular em adenocarcinoma mamério MDA-MB-231.

A linhagem foi plagueada em placa de 6 pocos e tratada com ExtTal (30,65 pg/ml) (preto) ou néo tratada (branco)
no tempo de 3 horas. Apds tratamento, as células foram tripsinizadas, foi adicionado de RNase A (100 pg/ml) e
HFS, e apos incubacdo por 1-4 h a 4°C, foi realizada a leitura em citdbmetro de fluxo. Painéis A-C: triplicatas
biologicas para MDA-MB-231 no tempo de 3h. *p<0,05 (2-way ANOVA, Bonferroni pds-teste)em relagdo ao
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Figura 27 - Andlise do efeito de ExtTa 1 no ciclo celular da linhagem MDA-MB-231.

A linhagem foi plaqueada em placa de 6 pogos e tratada com ExtTal (30,65 pg/ml) (preto) ou néo tratada (branco)
no tempo de 24 horas. Ap0s tratamento, as células foram tripsinizadas, foi adicionado de RNase A (100 pg/ml) e
HFS, e apos incubacéo por 1-4 h a 4°C, foi realizada a leitura em citdmetro de fluxo. A-B: replicatas bioldgicas.
*p<0,01; **p<0,001 (2-way ANOVA, Bonferroni pos-teste) em relacdo ao controle.
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Figura 28 - Analise do efeito de ExtTa 1 no ciclo celular do fibroblasto GM637.

A linhagem foi plaqueada em placa de 6 pogos e tratada com ExtTal (30,65 pg/ml) (azul escuro) ou nédo tratada
(azul claro) no tempo de 3 horas. Apés tratamento, as células foram tripsinizadas e foi adicionado de RNase A (100
pa/ml) + HES. Apés incubacao por 1-4 h a 4°C, foi realizada a leitura em citbmetro de fluxo. A-B: duplicatas biolégicas
para a linhagem GM637 no tempo de 3h. *p<0,05; **p<0,001 (2-way ANOVA, Bonferroni pos-teste) em relagdo ao
controle.
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Figura 29 - Analise do efeito de ExtTa 1 no ciclo celulardo fibroblasto GM637.
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A linhagem foi plagueada em placa de 6 pocos e tratada com ExtTal (30,65 pg/ml) (azul escuro) ou ndo tratada
(azul claro) no tempo de 24 horas. Apds tratamento, as células foram tripsinizadas e foi adicionado de RNase A
(200 pg/ml) + HFS. Apés incubacéo por 1-4 h a 4°C, foi realizada a leitura em citdmetro de fluxo. A-B: replicatas

bioldgicas.

*p<0,05; *p<0,001 (2-way ANOVA, Bonferroni pds-teste) em relagdo ao controle.
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Figura 30 - Andlise do efeito de ExtTa 1 no ciclo celular do adenocarcinoma mamério MDA-MB-231.

A linhagem foi plaqueada em placa de 6 pocgos e tratada com ExtTal, utilizando 3x e 6x a dose de 1C50(90,95 e
183,9 pg/ml, respectivamente), assim como 3x a dose de IC50 da fragdo 5.2(8,1 pg/ml), no tempo de 24 horas.
Apés tratamento, as células foram tripsinizadas e foi adicionado RNase A (100 pg/ml) + HFS. Apés incubacao por
1-4 h a 4°C, foi realizada a leitura em citdbmetro de fluxo. A-B: replicatas bioldgicas. *p<0,05; **p<0,001 (2-way
ANOVA, Bonferroni pds-teste) em relagao ao controle.

5.4.3 Avaliagdo da inducao de vacuolos autofagicos por MET

A Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET) foi utilizada para avaliar o efeito do extrato
na inducdo de vacuolos autofagicos em células das linhagens MDA-MB-231 e GM637. As
células foram submetidas ao tratamento com ExtTal na dose de 30,65 pug/ml por 24h (Figuras
31 e 32). Também foram utilizados como controle LPS e Rapamicina que sdo sabidamente
indutores de autofagia nestas células, pelo mesmo tempo de tratamento. Apos os tratamentos,
as amostras foram fixadas e preparadas para avaliacdo por MET, onde foram fotografadas
com camera digital. Através das imagens geradas, foi possivel ver que tanto o tratamento com

LPS e Rapamicina bem como o tratamento com ExtTal induziram a formacado de vacuolos

caracteristicos de autofagossomos ambas as linhagens quando comparado ao controle. Os

vacuolos autofagicos podem apresentar membrana dupla, e conteddo citoplasmatico dentro

da vesicula. Estes resultados obtidos sdo considerados preliminares, uma vez que 0
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experimento ainda se encontra em andamento, sendo necessario a finalizacdo da captura de

imagens para andlise e quantificacdo dos vacuolos autofagicos.

Figura 31 - Microscopia eletronica de transmissao de células da linhagem MDA-MB 231.

As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos e tratadas pelo periodos de 24 horas com ExtTa 1,
LPS ou Rapamicina, apds periodo de tratamento, as células foram tripsinizadas e fixadas em gluteraldeido
2,5% + cacodilato de sédio 0,1 M, pds fixadas com tetréxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8%,
cloreto de calcio 5Mm, e desidratadas em concentracdes crescentes de acetona e infiltradas em resina, e
apos cortes ultrafinos e contrates com citrato de chumbo 2% e acetato de uranila 7%, foram observadas
utilizando MET. Painéis (A)Controle célula sem alteragcéo aparente; (B) Células incubadas com LPS na (1
pg/ml). (C) Rapamicina (10 uM); (D) ExtTa 1 na concentragdo de 30,65 pg/ml. (B, C e D) Presenca de
vacuolos autofagicos. V- vactolo; VA- vaclolo autofagico; N- ndcleo; M-mitocéndria

72



Figura 32 - Microscopia eletrénica de transmisséo do fibroblasto GM637.

As células foram plaqueadas em placas de 6 pocgos e tratadas pelo periodos de 24 horas com ExtTa 1,
LPS ou Rapamicina, apos periodo de tratamento, as células foram tripsinizadas e fixadas em gluteraldeido
2,5% + cacodilato de sédio 0,1 M, pds fixadas com tetroxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8%,
cloreto de calcio 5Mm, e desidratadas em concentracdes crescentes de acetona e infiltradas em resina, e
apos cortes ultrafinos e contrates com citrato de chumbo 2% e acetato de uranila 7%, foram observadas
utilizando MET. Painéis (A)Controle célula sem alteracéo aparente; (B) Células incubadas com LPS na (1
pa/ml). (C) Rapamicina (10 uM); (D) ExtTa 1 na concentragdo de 30,65 pg/ml. (B, C e D) Presenca de
vacuolos autofagicos. V- vacuolo; VA- vacuolo autofagico; N- nicleo; RE- reticulo endoplasmaético.
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5.5 Avaliacéo do conteudo proteico por SDS-PAGE das fragbes do extrato de T.
asperelloides

A fim de avaliarmos o conteldo proteico existente no que se refere a massa molecular, as
fracOes dos ExtTa 1 e ExtTa 2 foram fracionadas eletroforeticamente em géis SDS-PAGE.
Primeiramente as amostras foram fracionadas em gel na concentracdo de 10% de
poliacrilamida o qual foi corado, posteriormente, com o corante azul brilhante de coomassie
gue possibilita a visualizacdo de concentracdo na ordem de 10 ng. Infelizmente, nenhuma
banda foi visualizada ap6s a coloracdo. O gel foi, entdo, descorado e, desta vez, corado com
a prata, que é uma coloracdo mais sensivel que permite a visualizagdo de proteinas em
amostras com até 0,1 ng. As fracdes avaliadas foram: 4.1,4.2,5.1,5.2,6.1,6.2,7.1,7.2 e 12.2
(20 pg de proteina de cada). E possivel observar, de acordo com a Figura 34 que as fracbes
nao apresentam grande contelddo proteico de alto peso molecular (250 a 20 kDa),
apresentando apenas algumas bandas na altura de 30 e 20 kDa. N&o foram visualizadas
bandas na canaleta onde foi fracionada a amostra correspondente a fragdo 12.2, apesar do
resultado da dosagem por BCA ter apresentado um conteldo proteico de 4,96 mg totais, hdo

apresentou banda proteica.

Como as dosagens anteriores apontavam para um conteudo grande de proteinas nas
amostras, foi realizado um segundo fracionamento eletroforético em gel mais concentrado
(15%) e com uma quantidade maior das amostras (Figura 34) de modo a favorecer a
visualizacdo de bandas correspondentes a proteinas de menor massa molecular. Este gel foi
também corado pela prata. Para tal, 30 pg de proteina de cada uma das fracdes
4.15.1,5.2,6.1,6.2,7.2 e 12.2 foram avaliadas. As fragBes 4.2 e 7.1 foram excluidas da andlise
por ndo termos disponibilidade de 30 pg de proteina destas fragbes. Observamos nesse gel
(Figura 34), a presenca de uma banda entre 20 e 30 kDa na amostra correspondente a fragdo
4.1. Uma banda de aproximadamente 15kDa e outra de 10 kDa foram observadas em todas
as amostras, com exce¢do, novamente, da fracdo 12.2, em que ndo foram visualizadas

bandas de proteina.

A aparéncia das bandas de baixo peso molecular observadas era sugestiva de que se
tratavam de glicoproteinas e, para avaliar esta suspeita, as amostras foram fracionadas
novamente em gel SDS-PAGE 15% que foi posteriormente corado com corante de Schiff, um
corante especifico par a marcacao de glico proteinas(Figura 35). Foram observadas, bandas
de glicoproteina na altura de 17 kDa (Amersham™ECL™ Rainbow™ Marker - Low Range
#RPN755E) nas fracdes 5.1, 6.1, 6.2 e 7.2 (Figura 35- canaletas 7,8,9 e 10). Também foram
observadas bandas na altura entre 12 e 8.5 kDa nas fra¢gbes 4.1, 5.1, 5.2, 6.1 e 6.2 (Figura 35

— canaletas 5,6,7,8 e 9). Aparentemente, essas bandas observadas se encontram na mesma
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altura das bandas encontradas no gel corado pela prata (Figura 34), indicando que
provavelmente se trata das mesmas proteinas em ambos os géis. Todas as fracdes, a
excecdo da fragdo 12.2, também apresentaram uma banda com peso molecular inferior a 3,5
kDa (Figura 35).

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

250kDa
150kDa
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70kDa
50kDa

40kDa

30kDa

20kDa

Figura 33- Perfil eletroforético em gel SDS-Page das fragc6es dos extratos de T. asperelloides.

SDS-Page (10%; gel de 1 mm) corado com coomassie de azul brilhante, descorada e corada com prata para avaliagdo
do contetdo proteico das fragdes (158-6,5 kDa) do extrato etandlico de T. asperelloidess (FPLC - coluna de filtracéo
molecular superose TM 12 10/300). Condi¢des da corrida: 180v durante 3h e 10 min. Ao todo, 20 ug de cada fragdo
foi liofilizado e ressuspendido em 20 ul de tampé&o da amostra. Canaleta 1: ThermoScientific Protein Ladder # 26630
(5ul); Can 2: Vazia; Can 3: Fracgdo 4.1; Can 4: Fragéo 4.2; Can 5: Fracdo 5.1; Can 6: Fragdo 5.2; Canaleta 7: Fracéo
6.1; Can 8: Fragéo 6.2; Can 9: Fracdo 7.1; Can 10: Fracdo 7.2; Can 11: Fragdo 12.2
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Figura 34 — Perfil eletroforético em SDS-Page das fragdes do extrato de T. asperelloides

SDS-Page (15%; gel de 1 mm) corado com prata para avaliagdo do contedo proteico das fragbes (158-6,5
kDa) do extrato etanolico de T. asperelloides (FPLC - coluna de filtragdo molecular superose TM 12 10/300).
Condi¢des da corrida: 120v. Ao todo, 30 ug de cada fracao foi liofilizado e ressuspendido em 20 ul de tampéao
da amostra. Canaleta 1: ThermoScientific Protein Ladder # 26630 ; Can 2: Vazia; Can 3: Fragdo 4.1; Can 4:

Fracdo 5.1; Canaleta 5: Fragdo 5.2; Can 6: Fracdo 6.1; Can 7: Fracdo 6.2; Can 8: Fracdo 7.2; Can 9: Fracao
12.2

17 kDa
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Figura 35 — Perfil eletroforético em SDS-Page das fragdes do extrato de T. asperelloides

SDS-Page (15%; gel de 1 mm) corado com Schiff para avaliagdo do contetido proteico das fragdes (158-6,5
kDa) do extrato etandlico de T. asperelloides (FPLC - coluna de filtracdo molecular superose TM 12 10/300).
Condi¢des da corrida: 120v. Ao todo, 30 ug de cada fragéo foi liofilizado e ressuspendido em 20 ul de tampéo
da amostra. Canaleta 1: Amersham™ECL™ Rainbow™ Marker - Low Range #RPN755E (5ul); Can 2: Vazia;
Can 3: ThermoScientific Protein Ladder # 26630 ; Can 4: Vazia; Can 5: Fragdo 4.1; Can 6: Fragdo 5.1; Canaleta
7: Fracdo 5.2; Can 8: Fracdo 6.1; Can 9: Fracdo 6.2; Can 10: Fragéo 7.2; Can 11: Fragéo 12.2
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6. DISCUSSAO

O céancer é uma doenca de grande importancia para a saude publica mundial, especialmente
de paises em desenvolvimento, como o Brasil, onde sao previstos que ocorram 80% dos mais
de 20 milhdes de novos casos estimados para 2015 (INCA, World Cancer Report, 2014). Ao
longo dos ultimos anos, foi realizado um grande progresso no entendimento da biologia e dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento e progressdo dessa doenca (Hanahan e
Weinberg, 2011; Parsa et al., 2016) em parte devido ao avanco das técnicas moleculares que
possibilitaram entender as vias de sinalizacdo e a descoberta de marcadores especificos para
varios tipos diferentes de cancer. O carcinoma de mama é o cancer que mais mata mulheres
no mundo (INCA, World Cancer Report,2014;Guarneri e Conte, 2004; Hassan et al., 2010), e
apesar dos avancos no entendimento dessa doenga que levaram a elaboragéo de estratégias
terapéuticas especificas (Hassan et al., 2010) (Henson et al., 2006; Parsa et al., 2016) e,
consequentemente, a uma queda ha sua mortalidade, a sua incidéncia continua a crescer, e
0 progresso realizado ndo é ainda suficiente para encontrar uma cura para tipos mais

agressivos e metastaticos desse cancer (Hassan et al., 2010).

A terapia multimodal, a adjuvancia da quimio e radioterapia foram de grande importancia para
0 aprimoramento dos tratamentos de cancer, aumentando a qualidade de vida e prolongando
a expectativa de vida de pacientes. A multimodalidade de quimioterapicos representa um
grande progresso para terapias antitumorais, principalmente em casos como 0s de carcinoma
de mama, em que a combinagdo de mais de um tipo de quimioterapico aumenta a eficiéncia
no combate as células cancerigenas, reduzindo os efeitos adversos causados pelo tratamento
no paciente. A gquimioterapia ainda hoje é uma das principais formas de tratamento para
canceres que ndo séao facilmente removidos por cirurgia, e também no tratamento paliativo de
canceres metastaticos, reduzindo seus sintomas e prolongando a vida do paciente (Hassan
et al., 2010).

O melhor entendimento da carcinogénese e biologia tumoral possibilita um aumento das
oportunidades de inovacao no tratamento do cancer, uma vez que permite o desenvolvimento
de abordagens especificas a cada tipo de cancer e personalizadas ao tumor de cada paciente
(Lheureux et al., 2017; Hanahan e Weinberg, 2011). Apesar de todo o progresso realizado na
area da quimioterapia, principalmente proporcionado pela terapia multimodal, ainda existem
varios obstaculos a serem enfrentados: os quimioterapicos utilizados em tratamentos
atualmente ainda apresentam muitas vezes efeitos adversos nocivos ao organismo dos
pacientes; baixa eficiéncia; desenvolvimento de resisténcia; dificuldade de gerenciamento de
associacoes de drogas devido aos efeitos adversos cumulativos que podem ser mais

prejudiciais a saude do paciente do que a prépria doenca em si; dificuldade de encontrar a
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droga ideal para o tratamento de um tumor especifico em determinado paciente de modo a
propiciar uma abordagem de tratamento personalizada. Além disso, a instabilidade genética
das células cancerigenas que leva a uma heterogeneidade muito grande entre as células de
um mesmo tumor é um desafio a mais a ser transposto e exige a busca constante de novos

farmacos e desenvolvimento de nova abordagens terapéuticas (Corona et al., 2017).

Ha um crescente niumero de possibilidades de abordagens terapéuticas que néo existiam ha
20 anos atrés. A identificac@o de varias desregulag6es de biologia, fisiologia e morfologia nos
tumores e seu respectivo microambiente ajudou a direcionar o desenvolvimento de drogas
(Lheureux et al., 2017). H4 muitos estudos interessantes visando o uso de terapias alvo
através do desenvolvimento de biomarcadores que inibem vias de sinalizacdo desreguladas
no cancer, além do promissoras abordagens na imunoterapia, com o objetivo, por exemplo,
de fortalecer a resposta imune inata contra as massas tumorais utilizando varias ferramentas,
inclusive vacinas virais, sem esquecer as combinag¢des entre as novas terapias e as terapias
convencionais, como por exemplo a associacdo de radio e imunoterapia no tratamento de
carcinoma mamario (Lheureux et al., 2017; Vanneman e Dranoff, 2012; Baudino, 2015).
Contudo, outra vertente no tratamento antitumoral, que ndo pode ser deixada de lado, é o
tratamento a partir de compostos com principios ativos isolados de produtos naturais. O uso
de produtos naturais no tratamento de doengas nao € algo novo, sendo usado por orientais
h& mais de 1000 anos (Wasser, 2014). De fato, varios antitumorais ja foram isolados de
plantas e microrganismos, e atualmente s&o utilizados em tratamentos, inclusive tratamentos
multimodais. Esta € uma area que, apesar de antiga, tem possibilitado sempre que novas
descobertas sejam feitas, devido a diversidade dos seres vivos presentes em nosso planeta,
e 0 avanco tecnolégico que possibilitou o isolamento mais eficiente de compostos de
interesse.(Wasser, 2002; Mueller et al., 2008; Wasser, 2014) (Alberts Mw, 1993).

H& um ndmero crescente de estudos, mostrando que fungos do género Trichoderma
produzem compostos de grande interesse em diversas areas, tanto como controle biolégico
de patdgenos em plantagdes, quanto na area clinica em que extratos e compostos isolados
desses fungos apresentaram atividade microbicida, imunomodulatéria e antitumoral
(Kusakabe et al., 1980; Abd EI-Rahman et al., 2014). O composto L-lisina-alfa-oxidase, é um
dos compostos mais conhecidos isolados desse género e seu uso na clinica como antitumoral

tem sido avaliado (Kusakabe et al., 1980; Lukasheva e Berezov, 2002; Pokrovsky et al., 2013).

Trichoderma asperelloides € um fungo do género Trichoderma que ainda nao foi devidamente
estudado como outros membros deste género. Apesar de sua importancia econémica como

biocontrole de fitopatdgenos em varios tipos de cultivares (Watanabe et al., 2005; Chaparro
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et al., 2011), sua importancia na area clinica néo foi propriamente estabelecida, por isso a

relevancia de estudos que visem o aprofundamento de conhecimentos nesta area.

Uma das dificuldades na disponibilidade de dados na literatura sobre esta espécie de
Trichoderma pode ser relacionada a dificuldade para identificacdo correta da espécie. Por
muitos anos T. asperelloides foi confundido com outras espécies de Trichoderma, entre elas
T. asperellum e T. viride, até que em 2010, Samuels e colaboradores observaram, através de
técnicas de identificacdo morfolégicas e moleculares, que dentro de T. asperellum se
encaixavam duas espécies irmas: T. asperellum e T. asperelloides. Dessa forma, € possivel
gue muitos estudos relacionados a T. asperellum podem, na verdade se referir a T.
asperelloides. Ja foi visto que o extrato de T. asperellum apresenta propriedades citotoxicas
em linhagens de adenocarcinoma de célon (HeLa) e de mama (MCF7) (Abd EI-Rahman et al.,
2014)

T. asperelloides € um fungo presente no solo e € uma espécie cosmopolita com distribuicdo
geografica por todo o globo (Samuels et al., 2010). Apresenta um bom crescimento em meio
de cultura em temperaturas variando entre 25 a 30 °C, sendo facilmente manipulavel em

laboratorio.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a existéncia de novas substancias com potencial
antitumoral produzidas por este fungo. O estudo foi realizado analisando-se o efeito biol6gico
do extrato etanodlico de T. asperelloides e fracbes deste extrato em linhagens celulares

derivadas de adenocarcinoma mamario tanto humanas quanto de camundongo.

O uso de extratos com fins medicinais ndo é algo novo (Farnsworth, 1994; Wasser, 2002;
Duraipandiyan et al., 2006), e de fato ha véarias formas de se obter extratos de plantas e
microrganismos, usando uma infinidade de substancias, como, por exemplo, acetato de etila,
agua, etanol e metanol. O etanol € uma 6tima substancia para obtencéo de extratos por ser
considerado um bom solvente de compostos idnicos, ser polar, ser miscivel em agua e em
muitos compostos orgéanicos, incluindo é&cido acético e acetona, e, por possuir uma
extremidade apolar, também interage com substancias apolares. Em estudos previamente
realizados por colaboradores de nosso grupo (Lopes e Santos, 2017), foi mostrado que o
extrato etandlico de T. asperelloides apresentou uma acao leishmanicida sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis. Desta forma, optamos por, primeiramente, preparamos
também um extrato etandlico para o screening inicial. O extrato obtido com etanol apresentou
um conteudo rico de proteinas, principalmente de glicoproteinas de baixo peso molecular, 30-

3,5 kDa, e carboidratos.

A avaliacdo dos efeitos bioldgicos das preparacfes de extrato e suas fracdes indicaram uma

acao citotoxica para duas linhagens de células derivadas de adenocarcinoma mamario
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humano e uma murina. A incubacéo das células em presenca do extrato ou de algumas de
suas fracbes em um periodo de 48h, compromete consideravelmente a viabilidade celular
dessas linhagens, o que demonstra que ExtTa e fracBes possui promissora atividade

antitumoral.

A linhagem MCF-7, foi a menos sensivel a exposicdo ao ExtTa. Esta linhagem é derivada de
cancer do subtipo luminal, que € uma forma menos agressiva e ndo-metastética (Subik et al.
2010; (Dai et al., 2015). O céancer do tipo luminal geralmente é removivel por cirurgia e

apresenta resposta a tratamentos hormonais (Subik et al. 2010; Dai et al., 2015).

A linhagem que apresentou maior sensibilidade aos efeitos citotoxicos do extrato foi a MDA-
MB-231 que é derivada de um subtipo de carcinoma mamario denominado de triplo-negativo.
O céancer desse subtipo é considerado extremamente agressivo e metastatico, ha uma grande
dificuldade em seu tratamento, uma vez que ele ndo é responsivo a tratamentos hormonais,
por ndo possuir os receptores ER, PR e HER-2, apresentando um progndstico insatisfatorio
(Bianchini et al., 2016;Perou et al., 2000; Dai et al., 2015). Apesar do tumor de mama
metastatico triplo-negativo ser bem responsivo a tratamentos quimioterapicos (Hassan et al.,
2010) , o uso exagerado de quimioterapicos pode levar a desenvolvimento de resisténcia do
tumor a droga (Corona et al., 2017) pois este subtipo agrupa uma variedade heterogénea de
tumores, Ha varios estudos que mostram possiveis formas alternativas de tratamento para
esse tipo de cancer, com marcadores para terapia alvo bem promissores, como por exemplo
inibidores de PARP (Bianchini et al., 2010) ou da via PIK3/AKT/MTOR (Chandarlapaty et al.,
2016) sendo sugerido que uma terapia baseada na combinacdo de quimioterapicos,
imunoterapia e terapia-alvo possa ser interessante no tratamento desse subtipo de tumor
(Corona et al., 2017). De acordo com Chavez et al. (2010), o uso de linhagens tumorais para
o estudo da biologia e abordagens terapéuticas dos subtipos de carcinoma mamario é um
modelo valido e bem util, apesar de algumas desvantagens, como a impossibilidade do

ambiente in vitro n&o conseguir mimetizar acuradamente o ambiente in vivo.

O indice de seletividade (IS) é um parametro muito utilizado durante ensaios de citotoxidade
pré-clinicos, in vitro, para que se saiba qual é a resposta a droga em um determinado alvo,
podendo este ser um virus, bactéria, protozoarios ou até mesmo células tumorais em relacéo
ao organismo. Inicialmente, esse dado é obtido in vitro, o que ja ajuda a inferir uma possivel
resposta real do organismo, para posteriormente dar seguimento a ensaios in vivo e,
posteriormente, a ensaios clinicos utilizando a droga. O IS calculado neste estudo tomando
como referéncia a célula GM637 mostrou que as células da linhagem MDA-MB-231 necessita
de uma dose 1,6 vezes menor de extrato de T. asperelloides do que a linhagem né&o-

tumorigénica GM637. O screening inicial com as fragdes de ExtTal, mostrou que um mesmo
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extrato pode apresentar fracBes contendo substancias com os mais variados tipos de
respostas: enquanto ha fracdes citotoxicas para ambas as linhagens (4.1, 5.1, 15.1), ha
fracBes que sédo citotdxicas s6 para a linhagem tumoral (6.1, 7.1, 12.1) e fracdes citotdxicas
apenas para a linhagem nao-tumoral (10.1, 11.1). O IS das fracbes 4.2, 5.1 e 5.2 também
mostrou que elas sdo mais citotoxicas para a linhagem tumoral do que para o fibroblasto. A
fracdo 4.2 foi a que apresentou maior IS (1,96), apesar de ter apresentado uma pequena
quantidade de proteina. Como o critério para elaboracédo de dose utilizado neste estudo foi a
concentracdo de proteina, ndo foi possivel realizar mais replicatas biolégicas ou dar segmento
aos estudos com essa fracdo. A fracdo 5.2 apresentou o segundo maior IS, (1,92), por

apresentar um grande conteudo proteico, foi possivel prosseguir os estudos com essa fracao.

O fracionamento do extrato e purificacdo do composto com principio ativo é extremamente
importante, uma vez que este composto diluido no extrato total pode estar interagindo com
outras substancias e tendo seu efeito mascarado ou exacerbado. Além disso, o isolamento e
purificacdo do principio ativo elimina as varia¢cdes na preparacao farmacoldgica caracteristica
de extratos brutos. Neste sentido, pretendemos utilizar espectrometria de massas para
identificar os principios ativos presentes nas fracdes do extrato etandlico de T. asperelloides.
Apesar do fracionamento por FPLC ser enriquecido para proteinas e termos dosado em nosso
estudo o conteudo de proteinas e polissacarideos tanto no extrato quanto nas frages pode
ser que as moléculas com atividade biolégica sejam de outra natureza bioquimica tais como
lipidios e metabdlitos secundéarios, no entanto, as grandes quantidade de proteinas e
carboidratos presentes no extrato e fragbes , aumenta a probabilidade do composto ser uma

proteina, um carboidrato ou até mesmo uma glicoproteina.

Inicialmente, o IS apresentado pelos ExtTa e fragbes pode ndo aparentar ser muito
impressionante quando comparado ao IS encontrado para drogas usadas no tratamento de
doencas, causadas por parasitas, como, por exemplo, protozoarios, como a leishmania, em
gue o IS pode variar entre 887 e 11(Loiseau et al., 2011; Rocha et al., 2013; Kaiser et al.,
2015). No entanto, € preciso levar em consideragdo que células tumorais surgem através de
modificagdes no fendtipo de células normais como consequéncia do acumulo de mutagdes, e
por conta disso a biologia, morfologia, fisiologia e genética dessas células é extremamente
parecida com as células normais, 0 que se configura em um dos principais desafios no
screening de drogas seletivas para células tumorais e que ndo lesem as células saudaveis.
De fato, diversos estudos avaliando a citotoxidade de compostos antitumorais apresentam IS
gue poderiam ser considerados baixos quando comparados a IS em outras patogenias, como
€ o0 caso do estudo de Oliveria, PF e colaborades (2015), que avaliou a citotoxidade de 6leos
essenciais em linhagens de melanoma murino (B16F10), carcinoma de célon humano (HT29),

adenocarcinoma de mama (MCF7), adenocarcinoma cervical (HeLa) e hepatocarcinoma
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humano (HepG2), obtendo IS que variou entre 3,97 e 0. Utilizando o fibroblasto de pulméao de
hamster chinés (V79) como referéncia de célula normal. Ou o estudo de Musa, MA e
colaboradores (2010) que avaliaram compostos de benzopiranos a base de cumarina no qual
o IS variou entre 4,08 e 1,01 para o carcinoma humano (A549), utilizando a linhagem normal
derivada de pulméo (LL47) como referéncia. No estudo de Badisa et al 2009, foi utilizada a
droga Tamoxifeno, atualmente utilizada na clinica, para controle de estudo. Assim como as
drogas mais promissoras estudadas por Badisa, O tamoxifeno, no estudo de Badisa,
apresentou IS de 1,29 quando da comparacgdo da IC50 da linhagem MCF7 em relagéo ao
IC50 de uma linhagem normal de figado de rato. As drogas mais promissoras estudadas por
Badisa apresentaram IS DE 1,78 (Pipeidimyl-DES) e 2,84 (Pyrrolidinyl-DES),

aproximadamente.

A baixa seletividade das drogas antitumorais é uma das razGes para emprego de terapias
multimodais na tentativa de encontrar combina¢des de medicamentos que apresentem uma
seletividade maior para a célula tumoral do que para a célula saudavel, além de ser uma forma

de lidar com a heterogeneidade do tumor.

De acordo comL6pez-Lazaro (2015) a melhor maneira de se avaliar o potencial de uma droga
antitumoral em testes pre-clinicos in vitro é através da comparacao da citotoxidade deste
composto entre uma célula tumoral e uma célula normal do mesmo tecido de origem do tumor
em questdo, e o ideal seria 0 uso de culturas primarias para melhor aproximar os resultados
aos possiveis resultados dos testes clinicos, uma vez que essas culturas ndo foram expostas
hé& tantas variaveis que poderiam mudar sua biologia. Contudo, este mesmo autor ressalta a
dificuldade inerente a aquisicdo de culturas primarias humanas devido a questfes éticas,
especialmente de certos tipos especificos de tecidos e érgdos. No nosso estudo inicialmente
pretendiamos utilizar para o calculo do IS a linhagem de células MCF-10. Estas células s&o
células ndo tumorigénicas derivadas de tecido de glandula mamaria humana, portanto ha um
grande interesse em resultados comparativos a ela, ja que o IS poderia ser mais comparavel
ao gue pode ser encontrado de fato para o organismo. Entretanto, células ndo tumorigénicas
nao se adaptam téo facilmente a cultura in vitro como é o caso de linhagens tumorigénicas,
por isso precisam de uma metodologia de cultura mais complexa, com um determinado meio
de cultura, além de alguns suplementos especificos. No caso da linhagem MCF10, o seu
crescimento é viavel in vitro na presenca do meio DMEM suplementado de soro de cavalo
(5%), EGF (20 ng/ml), hidrocortisona (0,5 mg/ml) toxina de coélera (100 ng/ml) e insulina (10
pug/ml) (Soule et al 1990) Infelizmente, sdo reagentes que ndo se encontravam disponiveis na
realizacdo desse estudo. Pretende-se retomar os estudos utilizando a linhagem MCF10

posteriormente.
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A outra alternativa, muita aceita no calculo do IS é a utilizacdo de células da linhagem
hematopoiética uma vez que estas células por apresentarem uma alta taxa de proliferacédo
sdo alvos muito sensiveis aos quimioterapicos. De fato, dentre os efeitos adversos mais
comuns da quimioterapia estd a imunossupressao, através de morte de células do sistema
imune, jA que essas células também séo conhecidas por apresentarem divisdo celular rapida
(Harris et al., 1976). Desta forma, pretendemaos utilizar futuramente outros tipos celulares para
o célculo do IS tais como células mononucleares de sangue periférico (PBMC), que sao todas
as células existentes que possuem um nucleo arredondado, consistindo em linfdcitos (células

T, células B e células NK) ou mondcitos.

Diante das dificuldades enfrentadas, procedemos os estudos iniciais empregando as células
fibroblasto ndo tumorigénico GM637. As células GM637 constituem uma linhagem
imortalizada, portanto ndo constituem uma cultura primaria. Além disso, embora fibroblastos
sejam células constituintes do microambiente tumoral, tais células sdo responsaveis por
manter a integridade estrutural de tecidos conectivos através de secre¢do de precursores da
matriz extracelular. Os fibroblastos sdo derivados do mesénquima, enquanto a origem das
células de adenocarcinoma mamario é epitelial. Todos estes fatos podem contribuir para que
os IS encontrados ndo sejam mais expressivos. Todavia, 0os resultados desse estudo nao
deixam de ser relevantes e promissores, e abrem novas perspectivas para um
aprofundamento do estudo das fracdes do extrato de T. asperelloides, com experimentos
utilizando as células MCF10 de mama, culturas primarias, células de linhagem hematopiética

€ ensaios in vivo.

Os resultados de citotoxidade das frag6es de ExtTa 1 e ExtTa 2 em conjunto com o exposto
pelo fracionamento das mesmas em gel SDS-Page, mostraram que as fracdes selecionadas
para avaliacdo da citotoxidade apresentam perfil semelhante entre si, tanto na questao da
citotoxidade apresentada contra as linhagens MDA-MB-231 e GM637, quanto na disposi¢cédo
do conteldo proteico, apresentando bandas de mesmo tamanho tanto em alto peso molecular
guanto em baixo peso molecular, além de todas apresentarem uma maior quantidade de
proteinas de baixo peso molecular. Isso se deve ao fato de essas fracdes provavelmente
compartilharem em seu contetddo as mesmas proteinas, uma vez que sao fragdes coletadas
muito proximas umas as outras, como pode ser visto nos perfis cromatograficos gerados pelo
FPLC, inclusive compartilhando o mesmo pico do perfil cromatogréafico. Essa proximidade
entre as fragcbes também pode justificar uma possivel diferenca encontrada na citotoxidade
das fracbes de mesmo numero de ExtTa 1 e ExtTa 2, como é possivel ver que o IS de
seletividade da fracdo 4.1 (0,985) foi inferior ao apresentado pela fracdo 4.2 (1,959),
possivelmente o principio ativo observado na fracdo 4.2 poderia estar concentrado na fracdo

5.1 ao invés de estar na fracdo 4.1, uma vez que as duas sao proximas uma da outra e a

83



separacao de fracOes realizada através de FPLC e baseada no tempo de gotejamento do

extrato.

Foi realizado um screening inicial de possiveis mecanismos de acdo de ExtTa 1 sobre a
linhagem MDA-MB-231, tomando como referéncia de célula ndo tumoral o fibroblasto néo
tumorigénico GM637.

O estresse oxidativo ocorre devido a um desbalanceamento entre a producdo de ROS na
célula e a compensacdo com antioxidantes. O excesso de ROS na célula pode levar a
oxidacao de acidos nucleicos e proteinas, podendo desencadear processo de morte celular
programada, ou em Ultima instancia, o processo de necrose celular. A avaliacdo da producéo
de ROS pelas linhagens celulares em resposta ao tratamento com ExtTa 1 nos tempos de 3
e 24h ndo mostrou uma diferenca significativa entre o grupo tratado e o grupo controle para
ambas as linhagens, indicando que ndo h& alteracdo na producdo de ROS em células em
tratamento nesses tempos. Outro ensaio foi realizado utilizando uma dose do ExtTa 1 3 vezes
(91,95 ug/ml) e (183.9 ug/ml) 6 vezes maior no tempo de 24h, para a linhagem MDA-MB-231,
mostrou que ainda assim néo houve alteragdo na producdo de ROS em relagédo ao controle.
Esses resultados indicam que provavelmente o mecanismo de acdo do extrato de T.
asperelloides néo se relaciona ao aumento da producéo de ROS. O que difere do mecanismo
de acdo do composto L-lisina-a-oxidase, isolada de outros fungos do mesmo género, onde foi
demonstrado que o tratamento com esse composto leva a um aumento nha produgédo de ROS
(Lukasheva e Berezov, 2002). Essa divergéncia de resultados pode indicar que, talvez, esse

nao seja 0 composto cujo efeito esta sendo observado no extrato do presente estudo.

A fung@o mais béasica do ciclo celular é de duplicar de maneira acurada a grande quantidade
de DNA presente nos cromossomos e segregar cOpias de maneira precisa em células-filha
geneticamente idénticas. Tal processo define duas grandes fases do ciclo celular. A
duplicacdo do DNA ocorre durante a fase S, e a segregacdo dos cromossomos e divisdo
celular ocorre na fase M. Nas fases G1 e G2 a célula requer um tempo para crescer e duplicar
suas organelas. A fase G1 ocorre entre a fase M e a fase S, enquanto a fase G2 esta entre a
fase S e a fase M. Sendo assim, o ciclo celular eucarittico é divido em 4 fases sequenciais:
G1, S, G2 e M. A intérfase é o nome dado para o conjunto das fases G1, S e G2 (Alberts et
al., 2002). Durante as fases de gap, G1 e G2, a célula monitora o ambiente interno e externo
para garantir que as condicfes sao favoraveis para que a célula se comprometa com as fases
S e M. A fase G1 é especialmente importante nessa situacao: se as condicdes nao forem as
melhores, as células podem atrasar o progresso no ciclo a partir de G1, e até podem entrar
em um estado de quiescéncia conhecido como GO, em que elas podem permanecer por dias,

semanas ou até mesmo anos até voltarem a proliferar. Os caminhos bioquimicos que
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restringem a transicdo no ciclo celular e/ou induzem morte celular sdo conhecidos como
checkpoints do ciclo celular (Hartwell e Weinert, 1989). Esses checkpoints mantém a
fidelidade na replicacdo do DNA, reparo e divisdo. As células podem parar em checkpoints do
ciclo celular temporariamente para permitir: 1) que seja reparado qualquer dano celular; 2) a
dissipacdo de um sinal de estresse celular exdgeno ou 3) disponibilidade de fatores de
crescimento essenciais, horménios ou nutrientes. A sinalizacdo de checkpoints também pode
resultar na ativac@o de vias que levam a morte celular programada, caso o dano causado a
célula ndo possa ser reparado. Defeitos nos checkpoints de ciclo celular podem resultar em
mutacdes genéticas, danos a cromossomos e aneuploidia, 0 que pode contribuir com a
carcinogénese. Inibidores, como aqueles da familia INK4 atuam em Cdk4 e Cdk6 (chekpoints
de ciclo celular), especialmente durante a fase G1 do ciclo celular. Os genes da familia INK4
sao importantes genes supressores de tumor, e mutacdes de perda de funcéo nesses genes

pode desencadear carcinogénese (Pietenpol e Stewart, 2002).

A avaliacdo do efeito do ExtTa 1 (30,35 pg/ml) sobre o ciclo celular na linhagem MDA-MB-
231 mostrou que, provavelmente, o extrato afeta o ciclo celular, levando a um aumento de
células na fase GO-G1 e reducdo na fase S em relacdo ao controle, no tempo de 24h, o que
pode sugerir uma tendéncia de parada do ciclo celular na fase GO-G1. O resultado utilizando
doses mais elevadas do ExtTa 1 no tempo de 24h corrobora essa suposi¢do, uma vez que €
observado o aumento significativo de DNA fragmentando. Esse aumento de DNA fragmentado
pode indicar morte celular, além de ser observada uma diminuicao de células na fase G0-G1,
0 que pode significar que ocorreu uma parada na fase GO-G1 para verificagdo dos
checkpoints, induzindo a uma sinalizacdo para a via de morte celular programada, levando as
células a apoptose. No entanto, mais experimentos sao necessarios para elucidar este ponto.
Primeiro, verificar se de fato ocorre a parada no ciclo celular, através da observacédo desse
mesmo ensaio utilizando a concentragdo de IC50 em tempos prolongados, como por exemplo
36 e 48 horas. Também seria necesséria uma verificagdo se essa morte celular seria por
apoptose ou por outro processo de morte celular, para isso avaliar nas doses que deram
diferenca significativa (6x IC50 ExtTa 1 e 3x IC50 fracdo 5.2) através de citometria de fluxo,

utilizando os marcadores de apoptose, lodeto de Propideo e Anexina V.

O extrato ExtTa 1 parece surtir efeito no ciclo celular da célula GM637 no tempo de 3 horas,
mas, ao contrario do observado na MDA-MB-231, ha uma diminui¢éo de células na fase GO-
G1 e um possivel aumento na fase S, sendo necessario um terceiro experimento para
confirmacao. E apos 24h do tratamento com o extrato, ndo ha mais qualquer tipo de efeito
aparente nessa linhagem celular, o que pode sugerir que a concentracdo utilizada nao foi

suficiente para causar grandes efeitos no ciclo celular dessa linhagem.
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Esses resultados corroboram aqueles observados dos ensaios de citotoxidade, em que a dose
de 30,65 pg/ml, € mais citotéxica para a linhagem tumoral do que para a linhagem néo-
tumoral. E provavelmente o efeito citotdxico observado € causado por um mecanismo que
interfere diretamente com o ciclo celular, levando a sua parada no checkpoint da fase G0-G1,

e, devido a ndo-resolucdo do dano causado, levando a morte celular.

Evidéncias sugerem que autofagia representa a maior via para degradacdo de proteinas
citoplasméticas e organelas na célula (Shimizu et al., 2014; Nakatogawa et al., 2009). O
processo autofagico é um dos responsaveis por manter a homeostase através do equilibrio
entre os processos de sintese e degradag¢do no meio intracelular. Ha varios processos que
podem ser relacionados ao termo autofagia (Klionsky, 2004), o elemento comum entre eles é

a importacdo de componentes do citoplasma para lisossomos.

Um ponto critico é que autofagia € um processo altamente dindmico e de mudltiplas etapas,
podendo ser modulada tanto positivamente, quanto negativamente (Klionsky, 2015). Algumas
etapas chave sdo: a) controle da formacdo do fagoforo por Beclin-1/VPS34 no reticulo
endoplasmatico e outras membranas em resposta a sinalizacdo de estresse; b) Conjugacao
de Atg5-Atgl2, interagédo de Atgl6L e multimerizacdo no fagoforo; c) processamento de LC3
e insercdo na membrana extendida do fagoforo; d) captura aleatéria ou de alvos selecionados
para degradacao, finalizacdo do autofagossomo acompanhado da reciclagem de LC3-II por
ATG4, seguido por; e) fusdo do autofagossomo com o lisossomo e degradacédo proteolitica
por proteases lisossomais de moléculas capturadas.(Xie et al., 2008; Glick et al., 2010; Jing
et al., 2011).

A interrupgdo desse processo pode resultar em crescimento celular anormal ou morte celular,
podendo levar a varios estados patogénicos (Klionsky e Emr, 2000). A autofagia ja foi
associada a um grande numero de doengas, incluindo cancer, neurodegeneracao e miopatias,
além da remocao de certos virus e bactérias. Dependendo de diferentes contextos celulares
ou estimulos, autofagia pode levar a sobrevivéncia celular ou morte, contudo, os mecanismos
acerca desse papel dual, em que a autofagia decide o destino celular permanece sem
esclarecimento (Rubinsztein et al., 2007; Jing et al., 2011). O papel da autofagia na morte
celular parece estar ligado a degradacéo de fatores essenciais a sobrevivéncia celular (Yu et
al., 2006), ou seu efeito na manutencao da energia, uma vez que ATPs séo requeridos durante

processos de morte celular, como apoptose (Qu et al., 2007).

A formacédo de vacuolos autofagicos foi avaliada neste estudo através de MET. As imagens
resultantes do tratamento das linhagens MDA-MB-231 e GM637 com o extrato de T.
asperelloides indicam a presenca de varios tipos de vacuolos, inclusive vacuolos com dupla

membrana e conteldo citoplasmatico, sugerindo que o tratamento com extrato pode induzir
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autofagia nessas linhagens celulares. Esses resultados encontrados, juntamente com 0s
resultados observados através de citometria de fluxo, indicam que a citotoxidade causada
pelo extrato nessas linhagens celulares pode estar associada a autofagia, que por sua vez se
correlaciona a uma possivel parada no ciclo celular e o desencadeamento de um processo de

morte celular.

A morte celular em células de mamiferos pode ocorrer a partir de multiplos mecanismos, entre
0s quais, alguns sdo uma forma programada de “suicidio” deliberado, e outros parecem ser
acidentais ou o resultado de danos celulares (Green e Victor, 2012; Yonekawa e Thorburn,
2013). Ja foi proposto que a morte celular mediada por autofagia também pode ser
considerada um outro tipo de morte celular programada (Galluzzi et al., 2012). Essa sugestao
foi baseada no fato de que é frequentemente observado que a morte celular muitas vezes
esta acompanhada de grandes quantidades de autofagossomos e caracteristicas de autofagia
ativa. Ha algumas publicagbes na literatura que concluem que o estimulo para morte em
células de mamiferos e ndo-mamiferos é causado por autofagia (Denton et al., 2012), apesar
de que nao esta claro se essas situacdes sao casos em que a autofagia apenas antecede a
apoptose ou casos em que a autofagia de fato leva a morte celular. Em casos que a via hormal
de morte celular por apoptose se encontra bloqueada, como € o caso de células com knockout
duplo de BAX e BAK, a célula ainda pode morrer em resposta a agentes que causam danos
ao DNA (Shimizu et al., 2004), essa morte ndo apoptética € dependente dos reguladores
autofagicos ATG5 e BECLIN1, e o knockdown desses genes foi o suficiente para proteger as
células por um longo tempo de tratamentos com estimulos de morte. Foi observado que a
expressao forcada de Ras induziu altos niveis de autofagia que levaram a morte dependente
de autofagia e perda de capacidade proliferativa em uma linhagem celular de cancer de ovario
(Elgendy et al., 2011).

Ha uma grande polémica a respeito do uso do termo “morte celular autofagica”, pois muitas
vezes a presenca de autofagia em células em processo de morte néo significa que essa morte
foi induzida por autofagia, afinal a autofagia também é um processo celular muito utilizado na
sobrevivéncia celular, principalmente em situa¢des que a célula estd sofrendo estresse por
privagdo de nutrientes (Yonekawa e Thorburn, 2013; Shimizu et al., 2014), sendo muitas vezes
considerada morte celular autofdgica, aquela que quando se inibe a autofagia, também

previne o processo de morte celular (Shimizu et al., 2014).

Uma vez que uma das principais marcas do cancer é o escape ao processo de apoptose
(Hanahan e Weinberg, 2011), foi sugerido que o processo de eliminacdo de células
cancerigenas pode ser mediado através de morte celular associada a autofagia, e héa

evidéncia da reducgdo da atividade autofagica no processo de tumorigénese. Por exemplo, os
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niveis de BECLIN 1 estao diminuidos em cancer de ovario, préstata e mama (Qu et al., 2007),
e mutacdes de perda de funcdo de Atg5 e LC3 promovem mieloma e glioblastoma,
respectivamente (Igbal et al., 2009; Huang et al., 2010), o que sugere que uma falha na
capacidade das células de entrarem em autofagia pode levar a progressdao tumoral. A
autofagia ainda pode ter um papel dual no cancer, ja que pode suprir células cancerigenas de

nutrientes em situacdes de privagdo dos mesmos (Mathew et al., 2009).

Uma das vias de acao do extrato de T. asperelloides poderia ser atraves do estimulo de
formacdo de vacuolos autofagicos, como uma tentativa de sobrevivéncia da célula
antecedendo a apoptose, ou seja, através do agravamento do processo de autofagia
mediando o processo de morte celular. No entanto, ndo € possivel distinguir, por microscopia
eletrbnica se de fato, todos os vacuolos observados sdo autofagicos, pois estes podem estar
em estdgios finais do processo de autofagia, ndo apresentando a caracteristica tipica de um
vacuolo autofagico, que é a presenca de membrana dupla e material citoplasmatico. Dessa
maneira, se faz necessaria uma confirmacéo desses dados através de novos ensaios. Existe
uma grande variedade de ensaios que podem ser utilizados para avaliagédo da autofagia, como
0s propostos por Mizushima et al 2004, 2010 e por Klionsky e colaboradores, 2015. Entre
eles, um ensaio bem utilizado é a marcacao dos vacuolos autofagicos utilizando um marcador
especifico para autofagia, como por exemplo, GFP-LC3, sendo visualizado por microscopia
fluorescente. A utilizacdo de laranja de acridina combinada com microscopia de fluorescéncia
ou citometria de fluxo, também pode ser utilizada como um auxiliar na quantificacdo de
vacuolos acidos, sendo esses presentes nas etapas mais avancadas de autofagia (Thomé et
al., 2016). A combinacdo de laranja de acridina com brometo de etideo pode também ser
utilizada para a verificagdo de apoptose em varios estagios assim como necrose (Ribble et
al., 2005). Por fim, as formas LC3-I e LC3-Il da proteina LC3 séo facilmente visualizadas por
western blot possuindo de 16-18 e 14-16 kDa, respectivamente (Klionsky, 2015). O uso de um
inibidor de autofagia, como Wortmannin, é fundamental para verificar se a autofagia estaria
associada aos efeitos citotoxicos e comprometimento da viabilidade celular observada em

nosso estudo (Klionsky, 2015).

A via PIBK/AKT/mTOR € uma via extensivamente estudada por se encontrar desregulada em
células tumorais, e entender seu funcionamento ajuda a elaboracdo de abordagens
terapéuticas, como por exemplo, o uso da terapias-alvo através de inibidores de componentes
dessa via, como é o caso das drogas Everolimo e Temsirolimo que atuam como inibidores de
MTOR (Lheureux et al.,, 2017). Essa via € muito importante para entendimento do
comportamento de um tumor, pois ela estéa intrinsicamente ligada a regulacéo da proliferacao
celular, sobrevivéncia, sintese de novas proteinas e ciclo celular (Engelman et al., 2006;

Mabuchi et al., 2015). A partir da estimulacdo do receptor tirosina-quinase, PIK3 fosforila
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fofatidilinositol-4,5-bis-fosfato 2 (PIP2) transformando em PIP3, o que resulta na ativacdo de
AKT. AKT controla, entre outros, ativacdo de mTOR (proteina alvo da rapamicina em
mamiferos), que ativa dois substratos-chave: 4EBP1 e p70s6k (Lheureux et al., 2017). O
resultado disso é o aumento da expressdo génica de genes envolvidos na angiogénese
(VEGF, e na progressao do ciclo celular (ciclina D1, c-Myc) (Engelman et al., 2006; Lheureux
et al., 2017).

Um dado interessante é que a autofagia também é regulada negativamente por mTOR apesar
de como ocorre essa regulagdo ainda ndo ser elucidado (Rubinsztein et al.,, 2007). A
Rapamicina é um conhecido inibidor de mTOR, proveniente de Streptomyces hygroscopicus,
e por possuir efeito inibidor em mTOR, possui efeito antitumoral para uma variedade de
canceres, como foi visto por Dai et al em 2013 em um linhagem de cancer pancreatico (PC-

2). A Rapamicina também €& capaz de induzir autofagia através da inibicdo de mTOR
(Rubinsztein et al., 2007).

Os resultados desse estudo mostram que o extrato de T. asperelloides, como a Rapamicina,
é capaz de induzir autofagia em células tumorais, e talvez 0 mecanismo de ag¢éo possa ser o
mesmo pelo qual a Rapamicina atua, ou seja, através da inibicdo de mTOR. A inibicdo de
MTOR acarretara em sérias consequéncias para a biologia celular, uma vez que a inibicdo de
MTOR pode acarretar na inibicAo do aumento da expressdo de genes envolvidos na
angiogénese, proliferacdo celular, inclusive envolvidos no ciclo celular, como a ciclina-D1.
Sabe-se que a diminui¢cdo da expresséo ou degradacao da ciclina-D1 possui efeito de parada
no ciclo celular na fase G1 (Donjerkovic e Scott, 2000; Masamha e Benbrook, 2009; Rezaei
et al., 2012). Foi visto, durante este estudo que o extrato de T. asperelloides provavelmente
causa uma parada no ciclo celular em GO-G1. Esses resultados corroboram a hipétese de que
a acdo do extrato pode ser através da inibicdo da via de mTOR. No entanto, experimentos
avaliando o efeito desse extrato na expressao de mTOR, assim como de genes envolvidos na
angiogénese (VEGF), no ciclo celular (Ciclina D1; c-Myc), autofagia (Atg5 e LC3) através de
RT-QPCR séo de extrema importancia para dar suporte a essa hipotese.

7. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho apontam que o extrato etandlico de T. asperelloides e suas
fracbes apresentam principio ativo com atividade citotdxica para linhagens de células
derivadas de adenocarcinoma mamario humano e murino e que, pelo menos em parte, seu
efeito bioldgico estd relacionado a promoc¢do de parada no ciclo celular na fase GO-G1 e

inducdo de formacao de vacuolos autofagicos.
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Os resultados que embasam esta concluséo séo:

- Os extratos etanolicos de T. asperelloides obtidos durante este estudo apresentaram um
grande contetdo proteico e de carboidratos, sendo que ExtTal apresentou 40 mg/ml e 7

mg/ml respectivamente, e ExtTa 2 apresentou 139 mg/ml e 10,2 mg/ml respectivamente;

- No fracionamento das duas preparacdes de extratos etandlicos por FPLC, foram
identificadas 39 e 40 fracdes (ExtTal e ExtTa2, respectivamente), cujos conteldos proteicos

variaram entre 12,700 - 0,004 mg/ml e de carboidratos entre 3,21- 0,02 mg/ml;

- O fracionamento eletroforético em SDS PAGE e o emprego das coloracdes de prata e Schiff
das fra¢des indicou que a maior parte das proteinas presentes nas fragdes apresentam massa
molecular entre 30 e 3,5 kDa e que as moléculas mais abundantes sao de glicoproteinas de

massas moleculares estimadas em 17, 12 e 3,5 kDa;

- O extrato etandlico do fungo T. asperelloides apresentou citotoxidade para as linhagens
celulares derivadas de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231, MCF7 e murino 4T1

bem como para as células de fibroblasto humano GM637;

- O indice de seletividade da fragdo 5.2 para a célula MDA-MB-231 de tumor de mama
humano, em comparacdo com o fibroblasto ndo tumorigénico GM5637 foi estimado em

aproximadamente 1,92;

-O extrato etandlico de T. asperelloides parece nao alterar os niveis de estresse oxidativo nas
células MDA-MB-231 e GM637, avaliados pela producao ROS;

- Foi observado um aumento da formacao de vacuolos autofagicos nas células MDA-MB-231
e GM637 e também uma alteracé@o no ciclo celular de MDA-MB-231, possivelmente através
de uma parada em GO-G1 e reducéo de células em S, em resposta ao tratamento com o

extrato etanodlico de T. asperelloides.

8. PERSPECTIVAS

Os resultados aqui apresentados indicam, de forma promissora, a existéncia de uma acao
citotoxica relacionada ao extrato etandlico bruto de T. asperelloides e algumas de suas
fracBes em células derivadas de tumor de mama e fibroblasto humano. Abrindo, por esta
razdo, perspectivas de estudos relevantes, buscando aumentar a acuracia da avaliacdo do
IS; identificar e isolar o(s) principio(s) ativo(s) responsavel (ies) pela acéo citotéxica contra

células tumorais; identificar novos tipos tumorais susceptiveis; caracterizar os mecanismos da
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citoxidade e as vias de sinalizacéo envolvidas nos efeitos bioldgicos observados bem como

avaliar o potencial antitumoral in vivo.

Neste sentido, as novas abordagens experimentais que propomos sao:

1-

3-

Isolamento e identificagdo dos principios ativos, através da avaliacdo por
espectrometria  de massas. Nesse sentido, amostras das fracdes
41,4.2515.26.1,6.2,7.1,7.2 e 12.2 foram inicialmente separadas para serem
avaliadas por um grupo de colaboradores na UESC, e aguardamos os resultados.
Também serd realizado o recorte das bandas de interesse visualizadas por SDS-Page
com o objetivo de obter uma identificacdo mais acurada das proteinas presentes

nessas bandas.

Sondagem de outros tipos tumorais susceptiveis a acao citotdxica. Utilizando a técnica
de MTT, utilizada neste estudo, sera realizado um screening para avaliacdo do efeito
do extrato e fracbes de T. asperelloides em linhagens tumorais previamente
selecionadas do banco de células do LGEX. Entre as células avaliadas, encontram-se
as linhagens derivadas de linfécito leucémico Jukart, de adenocarcinoma de colon
(HeLa, HCT116), de melanoma (SK-MEL-37, SK-MEL-188), mondcito leucémico
(THP-1). Atualmente ja se encontra disponivel um aluno de Iniciacdo Cientifica do

laborat6rio para a realizacao desses ensaios.

Avaliacédo do IS do extrato e da fracdo 5.2 sera realizada comparando o IC50 das
linhagens tumorais selecionadas com o IC50 de células de sangue periférico ou

linhagem de mama MCF10 ou culturas primarias, através do ensaio de MTT.

A continuidade dos estudos se faz necessaria para melhor compreensao dos mecanismos de

acao do extrato e para identificacdo do(s) principio(s) ativo(s) que desencadeiam os efeitos

citotoxicos. Desta forma, faz-se necessario avaliar a citotoxidade do extrato bruto e da fragédo

5.2 utilizando uma linhagem de cultura priméria afim de obter resultados que podem melhor

representar o que de fato ocorre in vivo, sendo preferencial o uso da linhagem PBMC devido

a facilidade de sua coleta, uma vez que obtivermos a aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (COEP).

4-

Avaliacdo de possiveis efeitos teratogénicos do extrato e suas frages
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A avaliacdo da citotoxidade do extrato e fracdes in vivo e da existéncia de possiveis
efeitos teratogénicos sera feita em colaboragdo com o Prof Luis Davi Solis Murgas na
Unversidade Federal de Lavras (UFLA). O protocolo ja foi submetido ao comité de
ética da UFMG, e aguarda-se o julgamento para que 0s ensaios sejam realizados.
Para isso, pretende-se realizar um novo estudo, através da obtencéo de embrifes de
zebrafish e seu plagueamente, seguido de tratamento com extrato de T. asperelloides
e fracdo 5.2, afim de observar a viabilidade de tais embrides e se ocorrerdo diferencas
morfolégicas durante o desenvolvimento, quando comparado com embries sem
tratamento, nos intervalos de 6, 12 e 18h serdo coletados embrides para serem
fotografados utilizando camera fotogréfica digital e um estereomicrocépio.

5- Avaliagdo da atividade antitumoral do extrato etandlico de T. asperelloides e fragdo 5.1
in vivo
Tumores de mama serdo experimentalmente induzidos em fémeas de camundongos
C57BL/6 pela injecdo de células tumorais de mama murina da linhagem 4T1, que ja
demonstramos serem sensiveis ao tratamento com o extrato. Estas células
apresentam varias caracteristicas em comum com o subtipo de tumor Triplo Negativo
(mesmo subtipo da linhagem MDA-MB-231), para avaliar o efeito do tratamento com
o0 extrato e fragbes no crescimento do tumor in vivo.

6- ldentificacdo do mecanismo relacionado a citoxidade do extrato, tendo como enfoque
a via de sinalizagcdo PIK3/AKT/MTOR que talvez possa ter uma relagdo com 0s
resultados observados.

6.1- Analise de todas as imagens de MET das linhagens MDA-MB-231 e GM637, em
resposta ao tratamento com extrato de T. asperelloides, em colaboragdo com Danielle
dos Anjos avaliando o volume e quantidade de vacuolos formados em relagdo ao
volume total celular.

6.2- Avaliacdo da expressdo de marcadores como mTOR, marcadores de autofagia
(LC3, ATGb), angiogénese (VEGF) e ciclo celular (CCND1 e MYC) por western blot e
RT-PCR em tempo real.

6.3- Confirmacédo da acéo via autofagia e cell cycle arrest pelo uso de inibidores tais
como o P7056K.
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