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Resumo

Atualmente, o cancro é uma das doencas mais frequentes no mundo, sendo a quimioterapia o
tratamento mais comum. Muitos doentes, durante a quimioterapia convencional, recorrem ao tratamento
suplementar com produtos naturais e suplementos alimentares considerados Uteis na cura do cancro,
contudo existem poucos estudos que comprovem a sua eficécia. O objetivo deste estudo é investigar
produtos naturais que possam influenciar a atividade de dois fArmacos comuns na quimioterapia do
cancro: o tamoxifeno e a cisplatina. Sendo o tamoxifeno um pré-farmaco, torna-se também necessario
estudar o efeito dos produtos naturais na sua metabolizacdo. Para isso foram efetuados estudos de
citotoxicidade dos dois fArmacos na presenca de produtos naturais provenientes da dieta: quercetina,
rutina (forma glicosilada de quercetina) e produtos resultantes da digestdo de Spirulina platensis.
Estudou-se também a influéncia da albumina do soro bovino (BSA), uma proteina transportadora de
solutos no soro, na citotoxicidade do tamoxifeno. Estes estudos demonstram que a atividade do
tamoxifeno nas células HeLa aumenta na presenca de quercetina e diminui na presenca de rutina,
enquanto nas células MCF-7 a sua atividade diminui na presenca de produtos da digestéo de S. platensis.
Para além disso, em ambas as linhas celulares, a atividade do tamoxifeno diminui acentuadamente na
presenca da BSA, provavelmente devido a ligagdo do farmaco a proteina. No caso da cisplatina, a sua
atividade diminui na presenga de quercetina e de produtos da digestdo de S. platensis nas células HeLa
e diminui na presenca de quercetina, rutina e produtos da digestdo de S. platensis nas células MCF-7.
Para uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a interacdo entre os farmacos e produtos
naturais, foram efetuados estudos complementares - estudos de proliferacdo, de metabolizagdo in vitro
e de alteracGes na estrutura celular por espetroscopia de FTIR. Os estudos de proliferacdo demonstram
gue nas células HeLLa ambos os farmacos tém efeito no mecanismo de invasdo das células tumorais. A
interacdo do tamoxifeno com a rutina e produtos da digest&o de S. platensis e a interacdo da cisplatina
com a quercetina e rutina tém efeito no aumento da aderéncia e subsequente proliferagdo das células
HelLa. O mesmo efeito foi observado na combinagéo da cisplatina com a rutina nas células MCF-7. Nos
estudos de metabolizacéo in vitro pelos citocromos P450 e pelas células Caco-2 e HepG2, ndo foram
detetados metabolitos do tamoxifeno, pelo que ndo foi possivel realizar o estudo da interacdo dos
produtos naturais na metabolizacdo do tamoxifeno. Para além disso, quando presente em amostras
bioldgicas, tornou-se dificil a analise do tamoxifeno por HPLC-DAD e FTIR, provavelmente devido a
sua ligacdo a albumina presente no soro e também devido & sua hidrofobicidade. Os estudos efetuados
por espetroscopia de FTIR demonstram que o efeito dos farmacos e da combinacdo destes com 0s
produtos naturais leva a morte celular por apoptose, através da fragmentacdo do DNA e do rearranjo na
composicao dos lipidos membranares, sendo estes 0s processos necessarios para a formagao de corpos
apoptéticos. Os mecanismos de interagdo mais provaveis estdo associados com a capacidade dos
produtos naturais interferirem nas vias de sinaliza¢&o dos farmacos, atenuando ou estimulando a inducgao
da apoptose. Em conclusdo, a quercetina, a rutina e os produtos da digestdo de S. platensis alteram a
acdo celular do tamoxifeno e da cisplatina em vérias linhas celulares tumorais. Tendo em conta que 0
mecanismo de interacdo com o tamoxifeno pode estar relacionado com a sua metabolizacéo, é necessario
que se desenvolvam novos métodos para testar esta hipotese.
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Abstract

Currently, cancer is one of the most frequent disease in the world, with chemotherapy being the most
common type of treatment. Many patients, during conventional chemotherapy, choose to use a
supplemental treatment with natural products and dietary supplements claiming health benefits for
cancer treatment, however there are few studies that prove their efficacy. The main aim of this study is
to investigate several natural products that may affect the activity of two common chemotherapeutic
drugs like tamoxifen and cisplatin. Since tamoxifen is a prodrug, it’s also necessary to study the effect
of natural products on his metabolism. For this, cytotoxicity assays of two chemotherapy drugs were
performed in the presence of natural compounds derived from diet: quercetin, rutin (glycosylated form
of quercetin) and the products resulting from Spirulina platensis digestion. The influence of bovine
serum albumin (BSA), a serum solute carrier protein, on the cytotoxicity of tamoxifen was also studied.
This assays showed that the activity of tamoxifen in HeLa cell line is influenced by the flavonoids,
increasing the cytotoxic effect in the presence of quercetin and decreasing in the presence of rutin.
While, in MCF-7 cell line the activity of tamoxifen decreases in the presence of the products resulting
from S. platensis digestion. In addition, in both cell lines, the activity of tamoxifen declines significantly
in the presence of BSA, probably due to the binding of the drug to the protein. In the case of cisplatin,
the cytotoxic activity decreases in the presence of quercetin and products of S. platensis digestion in
HeLa cell line and decreases in the presence of quercetin, rutin and products of S. platensis digestion in
MCEF-7 cell line. For a better comprehension of the mechanisms underlying the interaction between drug
and natural products several studies were performed — proliferation, in vitro metabolism and cellular
structure changes by FTIR spectroscopy. Proliferation studies demonstrate that in HeLa cell line both
drugs have an effect on the invasion mechanism used by cancer cells. The interaction of tamoxifen with
rutin and S. platensis digestion products and the interaction of cisplatin with quercetin and rutin have an
effect increasing adhesion and subsequent proliferation of HeLa cell line. The same effect was observed
in the combination of cisplatin with rutin in MCF-7 cell lines. In the in vitro metabolism studies by
cytochrome P450 and Caco-2 and HepG2 cells, no metabolites of tamoxifen were detected, so it was
not possible to study the interaction of natural products in its metabolism. Furthermore, when present in
biological samples, tamoxifen analysis by HPLC-DAD and FTIR became difficult, probably because of
its binding to BSA and also because of its hydrophobicity. Studies performed by FTIR spectroscopy
revealed that the drug’s effects and its combination with natural products leads to cell death by
apoptosis, through DNA fragmentation and rearrangement in the membrane lipid composition, which
are the processes necessary for the formation of apoptotic bodies. The most probable interaction
mechanisms are associated with the ability of natural products to interfere with drug signaling pathways,
attenuating or stimulating the induction of apoptosis. In conclusion, quercetin, rutin and S. platensis
digestion products can modify cellular action of chemotherapeutic drugs like tamoxifen and cisplatin in
several cancer cell lines. Taking into account that the mechanism of interaction with tamoxifen may be
related to its metabolism, it is necessary to develop new methods to test this hypothesis.
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l. Introducao



Na atualidade, o cancro é uma das doengas mais frequentes em todo o mundo. O enorme avango
tecnoldgico na area do tratamento do cancro permitiu diminuir a mortalidade e aumentar a qualidade de
vida dos pacientes. Um dos métodos mais comuns no tratamento do cancro é a quimioterapia. Contudo,
existem varios problemas associados a este tipo de tratamento, incluindo efeitos secundarios toxicos e
resisténcia celular. Atualmente, existe um enorme interesse no uso de produtos naturais como terapia
complementar, devido aos seus efeitos na reducdo da toxicidade, no alivio de sintomas causados pelo
cancro, na estimulacdo do sistema imunitario e também ao seu efeito antitumoral direto sobre as células
(Monteiro et al. 2014). No entanto, alguns dos produtos naturais demonstraram ter a capacidade de
introduzir altera¢cbes no mecanismo de acdo dos farmacos usados na quimioterapia convencional,
aumentando ou diminuindo o efeito citotoxico sobre as células tumorais (Lamson and Brignall 1999).
Para além da quimioterapia convencional, a maioria dos pacientes recorre também a medicina
complementar e alternativa, muitas vezes sem o conhecimento do médico. Geralmente, 0s pacientes
procuram alternativas com base nas suas crengas adquirindo informacao sobre o efeito benéfico dos
produtos naturais sem terem por base evidéncias cientificas do seu efeito na interagdo com os farmacos,
podendo prejudicar o tratamento convencional (Gerber et al. 2006).

Alguns dos farmacos quimioterapicos mais usados sdo o tamoxifeno, para o tratamento do cancro da
mama, e a cisplatina, para o tratamento de diferentes tipos de cancro, como o dos ovarios, do pulmao,
entre outros (Basu and Krishnamurthy 2010). Foi demonstrado que estes farmacos, quando
coadministrados com alguns dos produtos naturais provenientes da dieta do paciente, podem sofrer
alteracdes na sua fungdo (Lamson and Brignall 1999). Para além disso, tanto o tamoxifeno como a
cisplatina foram associados a varios efeitos secundarios, como por exemplo a hepatotoxicidade e
nefrotoxicidade, respetivamente (Oliveira, Genari, and Dolder 2010; Basu and Krishnamurthy 2010).
Para além disso, a cisplatina foi associada também a resisténcia celular (Siddik 2003), pelo que é
importante identificar novos agentes terapéuticos que exergam efeitos benéficos na a¢éo dos farmacos
durante a quimioterapia do cancro.

Considera-se que uma dieta rica em frutos e legumes tem varios efeitos benéficos na salide humana,
devido a sua elevada concentragcdo em vitaminas, minerais, fibras e fitoquimicos (Slavin and Lloyd
2012). Alguns estudos epidemiolégicos associam as substéncias presentes nos frutos e legumes a um
efeito protetor contra varios tipos de cancro (Steinmetz and Potter 1996). Por essa razdo, os doentes
acreditam que o elevado consumo destes compostos na dieta, durante a quimioterapia convencional,
pode ajudar na cura do cancro. Para estudarmos o efeito de alguns compostos presentes abundantemente
em frutos e legumes na acdo dos farmacos quimioterapicos, foram selecionadas a quercetina e a sua
forma glicosilada, a rutina. Para além disso, atualmente, existe um elevado interesse no uso de algas,
especialmente a Spirulina platensis, como fonte de substancias bioativas que demonstraram varios
efeitos benéficos para a satde. Deste modo, para além dos flavonoides, escolheu-se estudar o efeito dos
produtos resultantes da digestdo de S. platensis, que seriam obtidos se a alga fosse ingerida como
suplemento alimentar.

Assim, 0 objetivo principal deste estudo é investigar a atividade citotoxica do tamoxifeno e da
cisplatina nas células HeLa e MCF-7, na presenca de produtos naturais como a quercetina, a rutina e os
produtos da digestdo de S. platensis. Para além disso, também se pretende analisar o efeito tdxico do
tamoxifeno na presenca da mais importante proteina transportadora de solutos no soro, a albumina. Para
uma melhor compreenséo do possivel mecanismo de interagdo entre os farmacos e os produtos naturais,
pretende-se efetuar estudos mais aprofundados do efeito dessa combinacdo, através de estudos de
proliferacdo, de metabolizacdo in vitro e de alteracdes na estrutura celular por espetroscopia de FTIR.
Os estudos de proliferacdo tém como objetivo fornecer informacéo acerca do efeito da combinacéo dos
compostos, no mecanismo de invasdo usado pelas células tumorais durante a proliferacdo. Os estudos
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de metabolizacdo in vitro tém como intuito testar o efeito dos produtos naturais na metabolizag¢do do
pré-farmaco, tamoxifeno, pelos enzimas do metabolismo de xenobi6ticos, através de citocromos P450
extraidos do figado de porco, e através de células Caco-2 e HepG2. Para isso, pretende-se, em primeiro
lugar, quantificar o tamoxifeno em amostras biologicas por HPLC-DAD e FTIR e detetar os seus
metabolitos, sendo, posteriormente, efetuados os ensaios de metabolizacdo na presenca de produtos
naturais. Por fim, irdo ser efetuados estudos para verificar se existem alteracbes estruturais por
espetroscopia de FTIR que ocorrem ao nivel celular ap6s o tratamento com a combinacgéo de farmacos
e produtos naturais.

Neste estudo foram utilizados dois farmacos quimioterapicos: o tamoxifeno, especifico do cancro da
mama, € a cisplatina, usada no tratamento de varios tipos de cancro.

I.1. Farmacos quimioterapicos

1.1.1. Tamoxifeno

O tamoxifeno [trans-1-(4-p-dimetilaminoetoxi-fenil)-1,2-difenilbut-1-eno] (Figura 1.1) € um farmaco
antiestrogénio sintético usado em vérias fases do tratamento do cancro da mama e, também, na
prevencdo em pacientes com elevado risco de desenvolver esta doenga (Bourassa et al. 2011).

Figura 1.1 — Estrutura quimica do tamoxifeno.

O tamoxifeno atua como um inibidor competitivo do estrogénio endégeno pela ligacdo ao recetor
citoplasmatico de estrogénio (ER). No interior da célula, a formacgdo do complexo antiestrogénio/ER
previne a transcricdo de genes que normalmente s&o induzidos pelo estrogénio e que estdo envolvidos
na regulacdo do ciclo celular e proliferacdo. Deste modo, a inibicdo destes genes previne a sintese do
DNA, impede o crescimento tumoral e diminui a produg&o de varios fatores envolvidos na proliferagcdo
celular (Jaiyesimi et al. 1995).

Embora o mecanismo mediado pelo ER seja considerado o mais importante, o tratamento com
tamoxifeno demonstrou uma elevada taxa de sobrevivéncia em pacientes com cancro da mama ER(-),
isto é, tumores desprovidos de ER (V. C. Jordan 1993). Isto indica que o tamoxifeno tem a capacidade
de exercer a sua fungdo anticancerigena por outros mecanismos ndo mediados pelo ER, incluindo a
ligacdo a vérias proteinas envolvidas na promocéo do tumor, bloqueando a sua ativacéo ou inibindo a
atividade dos enzimas. Para além disso, o farmaco pode estimular o aumento da producéo de anticorpos
e de células do sistema imunitario, que vao ter efeito na destrui¢do das células tumorais (Jaiyesimi et al.
1995).

O tamoxifeno é exposto a um extenso metabolismo hepatico através de hidroxilagdes e conjugacdes.
O farmaco é metabolizado a N-dismetiltamoxifeno e a 4-hidroxitamoxifeno por acdo dos enzimas
CYP2D6 e CYP3A4/5 (Figura 1.2), respetivamente, originando, posteriormente, o endoxifeno pela agdo
dos mesmos enzimas (Bourassa et al. 2011).
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Figura 1.2 — Representacdo esquematica das estruturas quimicas resultantes da metabolizacdo do tamoxifeno pelos enzimas
CYP3A4/5 e CYP2D6. Adaptado de Antunes et al. 2013.

O metabolito principal € o N-dismetiltamoxifeno, sendo a sua concentracdo no plasma igual ou
superior & do tamoxifeno e a sua afinidade de ligacdo comparavel & do tamoxifeno. Outro metabolito, o
4-hidroxitamoxifeno, esta presente em menor quantidade no plasma, no entanto, a sua afinidade de
ligacdo ao ER € 25 a 50 vezes superior a afinidade do tamoxifeno, sugerindo que este metabolito € o
que mais contribui para o efeito antiestrogénico do tamoxifeno (Jaiyesimi et al. 1995). Alguns
compostos naturais como os flavonoides podem ter a capacidade de influenciar a atividade de enzimas
do metabolismo do tamoxifeno, alterando a farmacocinética do farmaco e dos seus metabolitos (C. Li
et al. 2011).

A eficécia terapéutica do tamoxifeno é determinada pela distribuicdo do farmaco entre os tecidos e
pela sua disponibilidade e a dos seus metabolitos nos tecidos alvo. No soro, mais de 98 % do tamoxifeno
encontra-se ligado a albumina, a proteina mais abundante no plasma humano, responsavel pelo
transporte de muitos compostos enddgenos, inclusive farmacos, com a capacidade de alterar as suas
propriedades farmacocinéticas (Bourassa et al. 2011).

1.1.2. Cisplatina
A cisplatina, cis-diaminodicloroplatina (I1), ¢ um farmaco usado no tratamento de varios tipos de
cancro, incluindo cancro dos 0ssos, dos musculos e dos vasos sanguineos. O farmaco é composto por
um ido platina, duplamente carregado, com quatro ligandos (Figura 1.3), dois ligandos amina, que
formam uma interagéo forte com o ido platina, e dois ligandos de cloro, que funcionam como grupos



abandonantes, permitindo ao ido de platina formar ligacbes com as bases de DNA (Dasari and Bernard
Tchounwou 2014).

Figura 1.3 — Estrutura quimica da cisplatina.

A cisplatina é transportada para o interior das células através de varios transportadores membranares,
tornando-se imediatamente ativa. No citoplasma, os &tomos de cloro sdo substituidos por moléculas de
agua, formando um forte eletréfilo que consegue reagir com qualquer nucleéfilo, incluindo os grupos
sulfidrilo das proteinas e os atomos dadores de azoto dos acidos nucleicos. A ligacdo da cisplatina ao
como a inducéo da morte celular por apoptose. Para além disso, a cisplatina tem a capacidade de induzir
0 stress oxidativo através da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da peroxidacao lipidica,
com a ativacao das vias intrinseca e extrinseca da apoptose (Dasari and Bernard Tchounwou 2014).

1.2. Produtos naturais
1.2.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos polifenélicos produzidos pelas plantas como metabolitos secundarios,
importantes no crescimento, desenvolvimento e defesa das plantas. Estes compostos existem em
elevadas quantidades em frutos, legumes, sementes, nozes, chas e ervas medicinais tradicionais (Di
Carlo et al. 1999). De acordo com a sua estrutura quimica, os flavonoides podem ser classificados como:
flavonas, flavanonas, flavanonois, flavonois, flavanois, isoflavonas, antocianidinas e chalconas (Jiang
and Hu 2012).

Os flavonoides sao conhecidos pelo seu largo espetro de atividades bioldgicas, incluindo antioxidante,
anti-inflamatéria, antimicrobiana e anticancerigena (Narayana et al. 2001). Estes compostos
demonstraram ter atividade citotoxica em diferentes linhas celulares tumorais, com pouco ou nenhum
efeito nas células normais, aumentando o interesse no desenvolvimento de compostos quimioterapicos
derivados de flavonoides para o tratamento do cancro (Galati and O’Brien 2004). Vérios estudos
indicam que os flavonoides podem exercer a sua acao anticancerigena afetando os mecanismos-chave
envolvidos na carcinogénese, incluindo a inibicdo da atividade metabdlica e da proliferacdo e
angiogénese, modulacéo da resisténcia a farmacos e indugdo da apoptose (Danihelova et al. 2013).
Considera-se que muitos dos efeitos terapéuticos dos flavonoides resultam do seu forte potencial
antioxidante, especialmente, na neutralizacdo de radicais livres. Devido a sua estrutura quimica, 0s
flavonoides podem exercer tanto fungdo antioxidante como pré-oxidante, através da producdo de ROS
com a indugdo de stress oxidativo (Habtemariam et al, 2009). As células tumorais exibem um nivel de
stress oxidativo mais elevado quando comparado com as células normais, pelo que sdo mais vulneraveis
a acdo de alguns flavonoides que estimulam o aumento das ROS (Yuan et al, 2012).

Na natureza, os flavonoides aparecem maioritariamente na forma glicosilada e menos frequentemente
na forma de aglicona. A maioria dos flavonoides glicosilados sofrem primeiro uma reacédo de hidrélise
a aglicona pelos microrganismos que residem no intestino, ou pelos enzimas da superficie, antes de
serem absorvidos. Apos a entrada para os enterocitos, os flavonoides sofrem uma extensa metabolizagcdo
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pelos enzimas do intestino. Os flavonoides que passam pelo epitélio intestinal intactos, sofrem o
metabolismo catalisado pelos enzimas do figado (J. Chen 2002). Deste modo, os flavonoides, para além
de partilharem as mesmas vias metabdlicas dos farmacos, demonstraram ter a capacidade de regular a
atividade de alguns dos enzimas envolvidos no metabolismo dos xenobidticos, bem como dos
transportadores ativos de efluxo nas células epiteliais, que determinam a biodisponibilidade ndo s6 de
flavonoides, mas também de farmacos (Gonzales et al. 2015). Pacientes expostos por tempos
prolongados a alimentos que contenham quantidades significativas de flavonoides podem sofrer
alteracdes no seu estado fisioldgico, incluindo a expressao de enzimas do metabolismo de farmacos ou
transportadores. Como consequéncia, a cinética dos farmacos pode sofrer alteracGes. Deste modo, as
interacdes dos flavonoides com os enzimas ou transportadores de efluxo sdo fatores criticos que tém de
ser considerados quando os flavonoides sdo coadministrados com os farmacos (Jiang and Hu 2012).
Para além disso, muitos estudos indicam que os flavonoides tém a capacidade de se ligar facilmente a
membrana das células, induzindo alteracGes nas atividades metabdlicas celulares (Chan et al, 2000),
incluindo a inibicdo de enzimas envolvidos na transducao dos sinais, interacdo com os sitios de ligagdo
dos ligandos aos recetores e modificagdes na expressdo de determinados genes (Benavente-Garcia et al,
2008).

A quercetina (Figura 1.4 A) é o flavonoide mais abundante da dieta, glicosilado ou em aglicona,
encontrado em muitos frutos e legumes, como macas, citricos e cebolas (Sak 2014). A quercetina
demonstrou bloquear o crescimento celular em diferentes fases do ciclo celular e também exercer um
efeito pré-apoptdtico direto em varias linhas celulares tumorais (Danihelova et al. 2013). Para além
disso, dentro da classe dos flavonoides, a quercetina é considerada um forte antioxidante com capacidade
de neutralizar radicais livres (Sak 2014).

A forma glicosilada da quercetina, a rutina (Figura 1.4 B), é um flavonoide encontrado
abundantemente em sementes de trigo, macas e frutos citricos (You et al. 2010). A rutina tem
propriedades antioxidantes significativas na neutralizacdo de ROS e também na complexacéo de metais
de transicdo (Afanas’ev et al. 1989). Para além disso, este flavonoide demonstrou ter varias atividades
farmacoldgicas como antialérgica, antibacteriana, anti-inflamatéria e antitumoral, sendo a ultima
caracterizada pela capacidade que a rutina apresenta na inibi¢do da proliferacdo celular e na remogéo
das ROS, que podem causar danos no DNA e levar a mutagdes (Sharma et al. 2013).

OH

OH O

Figura 1.4 — Estruturas quimicas da quercetina (A) e da rutina (B).



1.2.1. Spirulina platensis

Spirulina platensis (S. platensis) é uma cianobactéria de elevado conteido nutricional, disponivel
comercialmente como suplemento alimentar. As cianobactérias sdo bactérias unicelulares com
crescimento na forma de filamentos (Figura 1.5), conhecidas pelo seu elevado conteldo em
carotenoides, clorofila, ficocianinas, aminoacidos, minerais e outros compostos bioativos, sendo a
percentagem destes compostos dependente da regido onde as bactérias se desenvolvem (Gad et al. 2011).

Figura 1.5 — Spirulina platensis. Adaptado de http://algae-
lab.com/product/Spirulina-platensis-live-algae-m1-5-liters-culture-starter/

Demonstrou-se que varias substancias bioativas derivadas de S. platensis tém a capacidade de inibir o
crescimento tumoral em varias linhas celulares (Ravi et al. 2015; Yufeng Liu et al. 2000; Pardhasaradhi
et al. 2003).

A C-ficocianina (Figura 1.6) é uma das principais ficobiliproteinas em S. platensis, constituindo
20 % da massa seca. As ficobiliproteinas sdo os pigmentos fotossintéticos mais importantes nas
cianobactérias e algas vermelhas. O uso mais comum deste pigmento € como corante na industria
alimentar e cosmética. Para além disso, este pigmento tem demonstrado algumas propriedades
antioxidantes (Cuellar-Bermudez et al. 2015), antitumorais e de estimulacdo do sistema imunitario
(Flores Hernandez et al. 2017). O mecanismo associado ao efeito antitumoral pode envolver a sua
interferéncia na sintese do DNA nas células tumorais ou inducdo da apoptose atraves da producédo de
ROS (Pardhasaradhi et al. 2003).

Proteina

Figura 1.6 — Estrutura quimica da C-ficocianina.



1. Materiais e métodos



I1.1. Reagentes

Tamoxifeno, cisplatina, albumina de soro bovino (BSA), fosfato de dinucleétido de nicotinamida e
adenina reduzido (NADPH), rutina, gquercetina, dimetilsulfoxido (DMSO), pepsina e pancreatinina
adquiridos na Sigma; metanol, acetonitrilo, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), acetona, etanol 96 % adquiridos na VWR; &cido orto-fosfdrico, hidrogenofosfato de sodio
adquiridos na Panreac; dihidrogenofosfato de sédio monohidratado, 2-mercaptoetanol, hidrogenofosfato
de potassio, dihidrogenofosfato de potéssio e cloreto de sédio adquiridos na Merck; cloreto de magnésio
adquirido na Riedel-deHaén; reagente de Bradford (‘Coomassie brilliant blue’ BG-250) adquirido na
Bio-Rad Laboratories; meio RPMI1640, L-glutamina, soro bovino fetal (FBS), tripsina 10x,
estreptomicina e penicilina adquiridos na Lonza; S. platensis em p6 adquirido na Celeiro.

I1.2. Linhas celulares

Nos estudos foram usadas as seguintes linhas celulares: MCF-7 (ATCC #HTB-22) (células epiteliais
do adenocarcinoma da glandula mamaria), HeLa (ATCC #CCL-2) (células epiteliais do adenocarcinoma
do colo de utero), HepG2 (ATCC #HB-8065) (células epiteliais do carcinoma hepatocelular) e Caco-2
(ATCC #HTB-37) (células epiteliais do adenocarcinoma colo-retal).

11.3. Cultura de células

As linhas celulares foram cultivadas em 7 mL de meio RPMI1640, suplementado com L-glutamina,
soro bovino fetal (FBS) 10 % e antibioticos 1 %: estreptomicina e penicilina, e deixadas incubar a
37 °C com CO; a 5 %. As células foram retidas em sob confluéncia com tripsinizacdo de 48-72 horas.

11.4. Preparacéo de produtos da digestao de S. platensis

Adicionou-se 10 mL de suco gastrico e 10 mL de &gua a5 g de S. platensis em pd e deixou-se a incubar
durante 2 horas a 37 °C. De seguida, foi adicionado a mistura reacional 20 mL de suco pancreético e
deixado incubar durante 2 horas nas mesmas condigdes. Procedeu-se a uma diélise usando uma
membrana de porosidade 14 kDa em 200 mL de agua. Apds 2 horas o dialisado foi recolhido,
substituindo-se a agua, e recolhido novamente ao fim de 18 horas. As fraces foram congeladas e
liofilizadas sendo posteriormente usadas nos ensaios. O processo de digestdo foi realizado usando dois
controlos, um deles com a S. platensis ndo digerida, sem adigdo de sucos, perfazendo os volumes com
agua, e outro sem a adicdo de S. platensis, contendo apenas 0s sucos gastrico e pancreatico.

11.4.1. Quantificagdo da C-ficocianina

A quantificagdo do composto bioativo mais abundante na S. platensis foi efetuado pelo método
descrito por Bennett and Bogorad (1973). Foram preparadas 3 amostras: S. platensis ndo digerida (SW),
sucos gastrico e pancreatico, S. platensis digerida (SW digerida), dissolvendo 5 mg de cada amostra em
agua para uma concentracdo final de 1 mg/mL. De seguida, leu-se a absorvéncia de cada uma das
amostras num espetrofotdmetro (Shimadzu UV-160A), registando-se os valores aos 280, 620 e 652 nm,
usando como referéncia uma solugdo contendo apenas agua.

11.5. Efeito dos produtos naturais na citotoxicidade de farmacos

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando o método do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), que se baseia no facto de as células metabolicamente ativas conseguirem
reduzir o MTT pelo enzima mitocondrial sucinato desidrogenase, originando a formacéo de cristais de
formazano insoltiveis (Mosmann 1983), que sdo solubilizados seguidamente em dimetilsulféxido
(DMSO), permitindo medir a atividade metabdlica das células.



Para este ensaio foram semeadas 6000 celulas/po¢o em 100 pL de meio numa placa de 96 pocos,
incubando as células a 37 °C com CO, a 5 %. Apds 48 horas, adicionou-se 100 pL da solucdo do
composto em estudo em cada poc¢o e incubou-se durante 72 horas. Apos incubacdo, 5 mg de MTT foi
dissolvido em 10 mL de meio e aplicados 100 uL em cada po¢o, onde previamente foi retirado todo o
meio existente, e deixados incubar durante 2 horas para as células HeLa e 3 horas para as MCF-7. De
seguida, adicionou-se em cada pogo 200 uL. de DMSO e o contetdo de cada foi ressuspendido para
dissolver todos os cristais formados, efetuando-se de seguida a leitura a 595 nm num espetrofotémetro
(Tecan A-5082 equipado com o software RdrOle4), usando como referéncia o comprimento de onda de
absorcdo das proprias células (630 nm). De seguida, foi calculada a percentagem de viabilidade das
células, usando a seguinte equagdo:

Viabilidade celular (%) = (4; x 100) =~ M,

Equacdo I1.1 — Equacéo do calculo da viabilidade celular,
em que At é a absorvéncia da amostra testada e M € a
média das absorvéncias do controlo.

Os compostos testados foram o tamoxifeno (5 - 50 uM), a cisplatina (0.5 - 5 uM paraHeLae 1 -9 uM
para MCF-7), a rutina e a quercetina (20 - 100 uM) e os produtos resultantes da digestdo da S. platensis
(0.1-1.0 mg/mL), usando como controlo células incubadas apenas em meio. Para o estudo de interacéo
dos farmacos com os produtos naturais foram usadas as mesmas concentracdes de tamoxifeno e
cisplatina e uma concentragdo constante de produtos naturais, correspondente a ~80 % de viabilidade
obtida nos ensaios de citotoxicidade efetuados em separado. Para além disso, testou-se a citotoxicidade
de tamoxifeno na presenca de albumina de soro bovino (BSA) numa concentragdo semelhante a da
albumina no plasma humano, 40 mg/mL (R. E. Wang, et al. 2012). Cada concentracdo de composto foi
testada usando 16 replicados.

O tamoxifeno foi dissolvido em DMSO e, posteriormente, em meio de cultura com uma concentracéo
final de DMSO igual a 0,5 %. Para os estudos da interagdo do tamoxifeno com os flavonoides a solucéo
destes foi preparada da forma descrita para o tamoxifeno. Na interacdo do tamoxifeno com os produtos
da digestdo de S. platensis, a solugéo destes continha 0,25 % de DMSO. A cisplatina foi dissolvida em
agua e, posteriormente, em meio de cultura, pelo que, nos estudos da interacdo da cisplatina com 0s
produtos naturais, estes foram preparados de forma igual a cisplatina (DMSO 0 %).

11.5.1. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA). O valor de
p-value menor que 0,05 foi considerado indicar a significancia.
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11.6. Quantificagdo e metaboliza¢éo do tamoxifeno
11.6.1. Quantificacéo do tamoxifeno
11.6.1.1.  Condigdes do HPLC

A analise dos compostos por HPLC-DAD («Diode array detector») foi efetuada num sistema de
cromatografia liquida Finnigan™ Surveyor® Plus Thermo Scientific equipado com uma coluna
LiChroCART®250-4 LiChrospher® 100 RP-8 (5um) (Merck) ¢ com o software Xcalibur™
(ThermoScientific). A composicéo das solugdes foi analisada injetando 25 pL e usando um gradiente
(Figura 11.1) com uma composic¢do inicial e final de 80:20 v/v tampéo de fosfatos 20 mM (pH 3,0):
acetonitrilo, e com um fluxo de 1,0 mL/min. O método de gradiente desenvolvido consiste na variacao
da composic¢éo do solvente ao longo de tempo: 0 min — 80 % de Tampéo de fosfatos 20 mM e 20 %
ACN; 12 min — 20 % Tampao Fosfatos 20 mM e 80 % ACN; 18 min — 50 % Tampao Fosfatos 20 mM
e 50 % ACN; 20 min — 80 % de Tampéo de fosfatos 20 mM e 20 % ACN.

100

S 80
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g 20
o

0

0 5 10 15 20
Tempo (min)
% ACN % Tampdo Fosfatos 20 mM (pH 3,0)

Figura I1. 1 — Método de gradiente usado na anélise por HPLC-DAD das
solugBes contendo tamoxifeno e seus metabolitos.

11.6.1.2.  Anélise do tamoxifeno por HPLC

Efetuou-se uma andlise por HPLC-DAD da composicéao das soluc@es padréo contendo tamoxifeno a
100, 200, 400, 600 e 1000 nM dissolvidos em metanol.

11.6.1.3. Condicdes da espetroscopia de FTIR

Os espetros de infravermelho foram obtidos através de um espetrometro de FTIR (Nicolet 6700
FT-IR da Thermo Electron Corporation), equipado com detetor de sulfato de triglicina deuterada (DTGS
TEC) e com o software OMNIC™. Os espetros de absorvéncia foram recolhidos num intervalo de
4000-900 cm, resolucéo de 4 cm™ e com o nmero de scans igual a 128. As amostras foram analisadas
aplicando as solugdes sobre janelas de CaF..

11.6.1.4. Quantificacdo do tamoxifeno por espetroscopia de FTIR

Foram analisadas solucdes padréo de tamoxifeno na concentracgdo de 40, 60, 80, 100, 150, 200 e 300
uM dissolvidos em etanol, num volume final de 50 pL. Na quantificacdo de tamoxifeno em meio de
cultura, o tamoxifeno 0,5 uM dissolvido em 40 mL de meio de cultura foi liofilizado, ressuspendido em
100 pL de 2-propanol e analisado por espetroscopia de FTIR, usando como controlo o meio de cultura
sem tamoxifeno. Na analise do efeito da BSA sobre o farmaco, o tamoxifeno 5 uM dissolvido em
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20 mL de solugdo aquosa de BSA 4 mg/mL foi liofilizado, ressuspendido em 100 uL de 2-propanol e
analisado por espetroscopia de FTIR, usando como controlo tamoxifeno dissolvido em agua.

11.6.2. Metabolizacédo do tamoxifeno in vitro pelos citocromos P450 extraidos de figado

Cortou-se em pequenos pedagos 20 g de figado de porco e triturou-se o tecido num homogeneizador
tipo Potter-Elvehjem, em 100 mL de tampéo de fosfatos 100 mM (pH 7,4), contendo 2-mercaptoetanol
10 mM. O 2-mercaptoetanol é um agente redutor e inibidor de proteases. O homogenato foi centrifugado
a 12000 x g durante 20 minutos numa centrifuga (VWR Galaxy 7D). O sobrenadante obtido foi
recolhido e congelado, sendo posteriormente liofilizado num liofilizador (Heto Power Dry LL3000)
acoplado a uma bomba (Edwards Model RV3). O liofilizado manteve-se no congelador.

11.6.2.1. Quantificacdo da proteina total

A quantificacdo da proteina total foi efetuada pelo método de Bradford. Este método envolve numa
primeira etapa, tracar uma curva de calibracéo para solucdes de diferentes concentracdes de BSA. Foram
preparadas seis solucdes de BSA de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 pg/mL a partir de 10 mg/mL e introduziu-se 200
uL de reagente de Bradford num volume total de 1 mL. Recorrendo-se ao espetrofotémetro de UV-Vis
(Jasco V-560) leu-se a absorvéncia aos 595 nm. A solucdo de 10 mg/mL de liofilizado da fragdo
microssomal foi diluido 10x, sendo, posteriormente, retirado 10 pL aos quais foi adicionado 200 uL de
reagente de Bradford e 790 pL de agua destilada, sendo, de seguida, efetuada a leitura no
espetrofotometro.

11.6.2.2.  Detecdo de metabolitos do tamoxifeno por HPLC-DAD

Para os ensaios de metabolizacdo do tamoxifeno in vitro pelos citocromos P450 contidos na fragdo
microssomal extraida do figado, prepararam-se tubos de eppendorf de 2 mL, nos quais foram
introduzidos os compostos descritos na Tabela 11.1, exceto NADPH.

Tabela Il. 1 — Metabolizacdo de tamoxifeno pelos citocromos P450 extraidos do figado.

CFE+Tam (uL) CFE+H.O (uL) Tam+H:O (uL)

CFE 50 mg/mL 500 500 -
Metanol 10 % - 18,6 -
Tamoxifeno 250 uM 18,6 - 18,6
Tampdo Fosfatos 0,1 M (pH 7,4) + MgCl, 333,1 333,1 333,1
NADPH 1,0 mM 148,3 148,3 148,3

“CFE” — Cell Free Extract (liofilizado da fragdo microssomal)

O inicio da reacdo ocorre ap6s a introdugdo do NADPH, sendo, de seguida, os tubos eppendorf
colocados imediatamente no banho de 4gua (Lauda E100) a 37 °C. O ensaio foi realizado em duplicado,
sendo o ensaio 1 correspondente a 0 horas, em que a paragem da reagdo ocorreu imediatamente apos a
adicdo do NADPH sem incubacdo, e 0 ensaio 2 corresponde a adicdo de NADPH com incubacao,
seguida pela paragem de reacdo ap6s 1 hora e 30 minutos. A paragem da reacéao efetuou-se adicionando
metanol 1:1. De seguida, os tubos eppendorf foram centrifugados a 5000 x g durante 5 minutos e o
sobrenadante obtido analisado por HPLC-DAD.
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Para os ensaios da extracdo da fragdo microssomal, o tampéo de fosfatos 100 mM (pH 7,4) contém
2-mercaptoetanol 10 mM. Para os ensaios de metabolizacdo do tamoxifeno pelos citocromos P450
extraidos do figado o tampéo contém MgCl; 5,0 mM.

11.6.3. Metabolizacédo do tamoxifeno in vitro pelas HepG2 e Caco-2

As células HepG2 e Caco-2 foram semeadas (60000 células/mL) em placas de Petri de 20 mm de
didmetro, com 2 mL de meio RPMI11640 e deixadas incubar na estufa até atingir 90 % de confluéncia.
De seguida, o meio foi retirado aplicando tamoxifeno 1 uM na placa de células, deixando incubar
durante 72 horas, a 37 °C numa atmosfera com 5 % de CO.. Como controlo foi aplicado apenas meio
numa das placas com células e numa placa vazia foi adicionado apenas tamoxifeno dissolvido em meio
de cultura. Passado 72 horas, 0 meio de cada placa foi retirado para os respetivos tubos eppendorf com
adicdo de metanol 1:1, sendo, de seguida, centrifugados a 5000 x g durante 5 minutos, obtendo-se as
amostras correspondentes a fragdo do meio e analisadas, de seguida, por HPLC-DAD. Ao conteudo
restante das placas de Petri foi adicionado 1 mL de &gua efetuando uma lavagem das células para
remover completamente o meio. Posteriormente, foram introduzidas nas placas 1 mL de metanol 70 %,
seguido de ultrassons, (Sonorex Bandelin TK 52H) durante 5 minutos. As células foram ressupendidas
e centrifugadas a 5000 x g, durante 5 minutos. O sobrenadante constitui a amostra de células analisada,
de seguida, por HPLC-DAD.

11.7. Efeito dos produtos naturais na ac¢do de fArmacos
11.7.1. Estudos de proliferacéo

A proliferacdo celular foi determinada usando o ensaio colorimétrico referido por Mosmann 1983. As
células HeLa e MCF-7 foram semeadas (6000 células por po¢o) em microplacas de 96 pogos em
simultdneo com os compostos cujo efeito se quer testar (num volume final de 100 puL por pogo) e
incubadas a 37 °C com CO; a 5 %, durante 72 horas. Ap6s o tratamento, o meio foi retirado e adicionou-
se 100 uL de MTT (5 g dissolvidos em 10 mL de meio) em cada poco, seguindo-se incubagdo a 37 °C,
durante 2 horas para as HeLa e 3 horas para as MCF-7. Os cristais de formazano formados foram
dissolvidos em 200 uL. de DMSO. A absorvéncia foi medida no espetrofotometro (Tecan A-5082
equipado com o software RdrOle4), realizando leituras a 595 nm e usando como referéncia 630 nm. A
percentagem de viabilidade das células foi calculada a partir da expressao descrita em Equacéo 11.1.
Cada concentracdo de composto testada foi efetuada usando 16 replicados.

As concentragdes dos compostos testados em separado foram iguais aos estudos de citotoxicidade. No
estudo de interagdo dos farmacos com os produtos naturais foram testadas as mesmas concentragdes dos
farmacos na presenca de uma concentracao constante de produtos naturais, correspondentes a ~ 80 %
viabilidade celular, dos ensaios efetuados em separado.

11.7.2. Estudo das alteragdes estruturais por espetroscopia de FTIR

Células HeLa e MCF-7 foram semeadas (60000 células/mL) em placas de 12 pocos, contendo as
janelas de CaF, e deixadas incubar durante 24 horas. De seguida, as células foram tratadas com os
compostos cujo efeito se quer testar e deixadas novamente a incubar durante 24 horas. Ap6s incubacédo
o volume dos pocos foi retirado efetuando a lavagem das janelas e subsequentemente liofilizadas, sendo
de seguida analisadas no espetrémetro de FTIR. Os espetros obtidos foram normalizados para a banda
de amida 1l aos ~1545cm™. Os compostos testados foram o tamoxifeno (concentracdo igual a I1Cso de
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tamoxifeno), a cisplatina (concentracdo igual a ICso de cisplatina), os produtos naturais (concentracdo
usada nos estudos de interacdo com os farmacos) e a combinacao dos farmacos com os produtos naturais
(concentragdo de farmacos igual ao ICso dos estudos de interacéo e a concentracéo de produtos naturais
também igual aos estudos de interacdo). A solucdo stock de tamoxifeno foi dissolvida em DMSO e,
posteriormente, em meio de cultura com concentracao final de DMSO igual a 0,5 %. Para os estudos da
interacdo do tamoxifeno com os flavonoides, estes foram igualmente dissolvidos em DMSO com uma
concentracdo final de 0,5 %. A solucgdo stock de cisplatina foi dissolvida em agua e, posteriormente, em
meio de cultura, sendo as solucGes de produtos naturais preparadas de forma igual a cisplatina, com
concentracao final de DMSO igual a 0 %. Para os estudos de interacdo com tamoxifeno, os produtos de
S. platensis contém 0,25 % de DMSO. Deste modo, os resultados foram divididos em 3 partes, de acordo
com as concentracdes finais de DMSO.
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Resultados e discussao
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Neste estudo pretende-se analisar o efeito de trés produtos naturais sobre a acdo dos farmacos
quimioterépicos: o tamoxifeno e a cisplatina. Os farmacos, a quercetina e a rutina estdo disponiveis
comercialmente como compostos isolados, no entanto, a S. platensis é ingerida completa pelo que se
pretende estudar a fracdo sollvel que estara disponivel apds a digestao gastrointestinal.

I11.1. Obtencéo e quantificacdo da C-ficocianina presente na S. platensis

A S. platensis foi digerida com enzimas presentes no trato gastrointestinal e sujeitas a dialise (poros
de 14 kDa) para se obter os péptidos que estardo disponiveis ao ingerir este suplemento alimentar. Da
digestdo obteve-se 621,0 mg de digerido por grama de S. platensis. Sem a digestdo, a dialise da
S. platensis permitiu obter apenas 265,3 mg de material por grama de alga. A diélise dos sucos digestivos
sem S. platensis originou uma quantidade muito baixa de material, correspondendo a 69,2 mg de
dialisado por grama de suco. Isto indica que para a amostra digerida se obteve uma maior quantidade de
péptidos que foram libertados durante a hidrolise por enzimas do trato gastrointestinal.

O composto bioativo mais abundante na S. platensis é a C-ficocianina e na sua quantificacéo foi usada
a formula deduzida por Bennett and Bogorad (1973) descrita na Equacao I11.1.

(A20—0,474 (Ags2))

Ficocianina (mg/mL) = =32

Equacao I11.1 — Equagdo do célculo da quantidade de C-ficocianina.
Para avaliarmos o grau de pureza da C-ficocianina foi usada a expresséo descrita na Equacéo 111.2
(Bennett and Bogorad 1973).

Pureza da ficocianina = A620/A
280

Equagdo 111.2 — Equagdo do célculo da pureza da C-ficocianina.

Os resultados de absorvéncia obtidos para as duas amostras controlo e também para a amostra digerida
foram subtraidos aos valores de absorvéncia da amostra que serve de referéncia e que contém apenas
agua. Os resultados obtidos constam na Tabela I11.1.

Tabela I11. 1 — Quantificagdo da C-ficocianina na S. platensis.

Amostra Ficocianina (mg/mL) Pureza da ficocianina Avaliacdo da pureza
Sucos 0,000394 0,00696 Grau alimentar
SW 0,001064 0,00524 Grau alimentar
SW digerida 0,005173 0,02434 Grau alimentar

Sucos (controlo): sucos gastrico e pancreatico; SW (controlo): S. platensis ndo digerida
SW digerida: S. platensis digerida
Pureza (adaptado de Walter et al. 2011): grau alimentar (0,7 >); grau reativo (3,9 =); grau analitico (4,0 <).

Tendo em conta que as absorvéncias aos comprimentos de onda acima referidas ndo se devem apenas
a ficocianina, foi necessario subtrair os controlos a amostra de SW digerida. Assim, uma amostra de
1 mg/mL de S. platensis digerida contém aproximadamente 0,00371 mg/mL de C-ficocianina, sendo
esta concentracdo 5 vezes superior relativamente & S. platensis ndo digerida, bem como 5 vezes mais
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pura, sugerindo que esta ficobiliproteina é libertada durante a digestdo gastrointestinal. O grau de pureza
da ficocianina na amostra de SW digerida é classificado como grau alimentar, que corresponde a
concentracdo de ficocianina adequada ao consumo humano.

Os produtos resultantes da digestdo de S. platensis foram usados nos estudos de interacdo com 0s
farmacos.

111.2. Efeito dos produtos naturais na citotoxicidade dos farmacos

A anélise do efeito dos produtos naturais na acdo dos farmacos foi efetuada recorrendo a estudos de
citotoxicidade, nas células HeLa e MCF-7. A citotoxicidade do tamoxifeno e da cisplatina na presenca
dos produtos naturais foi testada através dos ensaios de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), sendo este 0 método mais comum na detecdo da viabilidade celular apés a
exposi¢ao a compostos toxicos.

Os produtos naturais selecionados foram a quercetina, a rutina e os péptidos resultantes da digestao de
S. platensis. Para além disso, foi testada a citotoxicidade do tamoxifeno na presenca da proteina mais
abundante no plasma humano, a aloumina. Dado que a albumina de soro humano apresenta semelhangas
na estrutura e funcao relativamente a albumina de soro bovino (BSA) (Roy, 2016), a citotoxicidade do
tamoxifeno foi testada na presenca da BSA. O efeito citotoxico dos compostos nas células Hela e
MCF-7 foi expresso como valores de ICso, isto é, a concentracdo necessaria para inibir 50 % da
viabilidade celular.

No calculo da viabilidade celular, o controlo das células incubadas com os compostos sozinhos
continha apenas células em meio e a respetiva concentragdo de DMSO para eliminar o efeito deste
solvente. Na analise da interacdo dos produtos naturais com os farmacos, foi usado como controlo
células incubadas com os produtos naturais e com a respetiva concentracdo de DMSO, para eliminar o
efeito na toxicidade celular induzido pelos compostos e solvente.

[1.2.1. HelLa

Nas células HeLa, o efeito citotoxico de ambos os farmacos quimioterapicos foi dependente da sua
concentracdo. Os valores de 1Cso obtidos encontram-se na Tabela 111.2.

No caso do tamoxifeno (Figura I111.1) observa-se uma diminuigéo da viabilidade celular na presenga
de concentracBes crescentes deste farmaco, sendo o seu valor de ICso igual a 24,39 + 0,32 uM. Na
presenca da quercetina observa-se uma diminuicéo significativa da viabilidade celular, com diminuicdo
do valor de 1Cso do tamoxifeno. Na presenca da rutina, o ICso do tamoxifeno aumenta, significando uma
maior viabilidade celular quando comparado com tamoxifeno sozinho. Na presenca dos produtos
resultantes da digestdo de S. platensis, o valor de ICs, do tamoxifeno é estatisticamente semelhante ao
valor de ICsp do tamoxifeno sozinho.
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Figura I11. 1 — Curva de viabilidade (%) das células HeLa apds o tratamento com tamoxifeno e da combinag&o deste

farmaco com os produtos naturais e BSA, durante 72 horas. S. platensis — produtos da digestéo de S. platensis.

Tabela I11. 2 — O efeito citotoxico da interacdo do tamoxifeno e da cisplatina com os produtos naturais, nas

células HeLa.

IC50 (UM) Citotoxicidade

Tamoxifeno 24,39 + 0,32 (32) -

Quercetina 76,79 £+ 3,36 (16) -

Rutina > 100 (16) -

S. platensis > 1,0 mg/mL (16) -

Tamoxifeno + BSA > 50 (16) -

Tamoxifeno + Quercetina (40 pM) 15,5+0,43 (15) * 1

Tamoxifeno + BSA + Quercetina (40 pM) > 50 (16) -

Tamoxifeno + Rutina (100 pM) 28,45+ 0,11 (15) * !

Tamoxifeno + BSA + Rutina (100 pM) > 50 (16) -

Tamoxifeno + S. platensis (1,0 mg/mL) 25,18 £ 0,72 (16) -

Tamoxifeno + BSA + S. platensis (1,0 mg/mL) > 50 (16) -

Cisplatina 3,4 +0,25 (16) -

Cisplatina + Quercetina (40 pM) 5,21 £ 0,33 (16) ** !

Cisplatina + Rutina (100 pM) 3,37 £ 0,43 (16) -

Cisplatina + S. platensis (1,0 mg/mL) 4,38 £ 0,46 (16) ** !

Os resultados encontram-se expressos como valores de 1Cso + SD (n = n° replicados)

S. platensis significa produtos da digestdo de S. platensis
p-value < 0,05: significativamente diferente comparando com o 1Cso de tamoxifeno (*) e da cisplatina (**)

As setas indicam o aumento (1) ou diminuigdo () significativa da citotoxicidade e (-) indica a auséncia de

alteragdes significativas.

O estudo efetuado por Obrero et al. (2002) refere que nas células HeLa o tamoxifeno e os seus
metabolitos conseguem induzir uma disfun¢do mitocondrial, possivelmente como consequéncia do
stress oxidativo, que resulta na ativacdo de caspases e na inducdo da morte celular por apoptose. Dado
que as células HelLa se encontram desprovidas de recetores de estrogénio (ER) (Kumar et al. 1987), o
resultado obtido apoia a existéncia de outros mecanismos, ndo mediados por ER, na citotoxicidade

induzida pelo tamoxifeno (V. C. Jordan 1993).
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A quercetina demonstrou ter um efeito citotdxico nas células HeLa, com valor de ICs igual a
76,8 + 3,36 uM. De acordo com Vidya Priyadarsini et al. (2010), este flavonoide tem a capacidade de
inibir a proliferacdo celular através da interrup¢do do ciclo celular, da disrupcdo do potencial da
membrana mitocondrial e da ativacdo da via intrinseca da apoptose. No estudo da interagdo com o0s
farmacos, a concentragdo de quercetina usada foi de 40 uM, correspondendo a 87 % de viabilidade
celular. Na presenca de quercetina, a citotoxicidade do tamoxifeno nas células HeLa aumenta, sugerindo
que o flavonoide e o farmaco podem atuar de um modo sinérgico na ativacdo da via intrinseca da
apoptose, resultando no aumento da citotoxicidade induzida pelo farmaco.

Na incubagdo das células com a rutina, o seu valor de 1Cso encontra-se acima da concentragdo maxima
testada, indicando que este flavonoide ndo tem efeito toxico nas células HeLa. De acordo com Savikin
et al. (2009), a rutina nas células HeLa é um agente anticancerigeno muito fraco. Considerando que a
rutina é a forma glicosilada da quercetina, sugere-se que o grupo glicosidico interfere com a sua acdo
citotoxica nas células HelLa, quando comparado com a sua respetiva aglicona, a quercetina. Nos estudos
de interacdo, a concentragdo de rutina usada foi de 100 uM, que corresponde a 99 % de viabilidade
celular. Na presenca de rutina, a citotoxicidade do tamoxifeno nas células HelLa aumenta
significativamente, em comparagdo com a do tamoxifeno sozinho. Tal como anteriormente referido, a
rutina demonstrou ser um agente anticancerigeno fraco nas células HelLa (Savikin et al. 2009), no
entanto, este flavonoide é conhecido pelas suas propriedades antioxidantes (Sharma et al. 2013). Assim
sendo, os resultados obtidos sugerem que, possivelmente, a rutina exerce uma acdo antioxidante em
condigdes de stress oxidativo causado pela acdo do tamoxifeno, diminuindo o seu efeito citotoxico.

Na incubacdo das células com os produtos resultantes da digestdo de S. platensis, o valor de ICsp
encontra-se acima da concentracdo maxima testada, significando que estes produtos ndo exercem efeito
toxico nas células HeLa. A concentracdo de produtos usada nos estudos de interagdo com os farmacos
foi de 1 mg/mL, correspondendo a 86 % de viabilidade celular. Na presenca destes produtos, o
tamoxifeno manteve o seu efeito citotoxico, sugerindo que os compostos bioativos resultantes da
digestdo de S. platensis ndo tém efeito no mecanismo de acdo do tamoxifeno.

Na analise do efeito da proteina mais abundante do soro na acdo do tamoxifeno, foi testada a
citotoxicidade do farmaco na presenca da BSA. O valor de ICso do tamoxifeno na presenca da albumina
foi superior a concentracdo méxima do farmaco testada, indicando uma diminuigdo acentuada na sua
citotoxicidade. O efeito da combinagéo dos produtos naturais com o tamoxifeno na presenca da BSA
demonstra um resultado semelhante, com um valor de ICso acima da concentracdo maxima do farmaco
testada. Este resultado sugere que o tamoxifeno se liga a BSA, levando a perda da sua citotoxicidade. O
estudo efetuado por Bourassa et al. (2011) refere que albumina sérica demonstrou ter a capacidade de
alterar as propriedades farmacocinéticas de alguns farmacos, influenciando a sua biodisponibilidade nos
tecidos alvo. Este resultado também é suportado pelo estudo efetuado por Khar and Ali (1987) que
demonstrou que o tamoxifeno ndo tem efeito sobre o crescimento das células na presenca de soro bovino
fetal (FBS), sendo a BSA o seu componente maioritario.
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No caso da cisplatina (Figura 111.2), ao longo das concentragdes testadas observa-se uma diminuigédo
da viabilidade celular, sendo o valor de I1Cs igual a 3,4 + 0,25 uM. Na presenca da quercetina e dos
produtos da digestéo de S. platensis observa-se um aumento estatisticamente significativo da viabilidade
celular. Na presenca da rutina, o valor de ICs da cisplatina mantém-se semelhante, quando comparado
com o efeito da cisplatina sozinha.
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Figura Ill. 2 — Curva de viabilidade (%) das células HeLa ap6s o tratamento com cisplatina e combinacdo deste
farmaco com os produtos naturais, durante 72 horas. S. platensis — produtos da digestdo de S. platensis.

A cisplatina exerce um maior efeito citotdxico nas células HeLa quando comparado com o do
tamoxifeno, pelo que esta linha celular parece ser mais sensivel & acdo da cisplatina. Os dados da
literatura indicam que o ICsp da cisplatina nas células HeLa é igual a 13,3 uM (Saiful Yazan et al. 2014),
sendo este valor superior ao valor obtido experimentalmente. De acordo com Youging Liu et al. (2005)
e Saiful Yazan et al. (2014), a cisplatina tem a capacidade de induzir o stress no reticulo endoplasmatico,
0 que origina uma diminuicao das suas proteinas, levando a ativacdo da via intrinseca da apoptose. Na
presenca da quercetina, o ICso da cisplatina vai aumentar pelo que a presenca deste flavonoide parece
atenuar o efeito citotoxico do farmaco. Isto sugere que, possivelmente, a quercetina tem a capacidade
de interferir na via intrinseca da apoptose ativada pela cisplatina, diminuindo o seu efeito de toxicidade
celular. Para além disso, a quercetina, sendo um flavonoide, pode exercer um efeito sobre os
transportadores membranares (Y. Li and Paxton 2013), levando ao aumento do efluxo da cisplatina para
o exterior da célula, diminuindo a citotoxicidade do farmaco.

Na presenca de rutina, o valor de ICsy da cisplatina mantém-se semelhante, sugerindo que este
flavonoide néo interfere no mecanismo de acéo do farmaco.

Na presenca de produtos da digestdo de S. platensis, os dados estatisticos indicam haver diferenca
significativa nos valores de ICso quando comparado com a cisplatina sozinha, sugerindo que a presenga
destes produtos diminui o seu efeito. O estudo efetuado por B. Li et al. (2006) sugere que 0 componente
mais abundante na S. platensis, a C-ficocianina, tem a capacidade de induzir a ativacdo dos genes
pré-apoptéticos , diminuir a expressdo dos genes anti-apoptoéticos e facilitar a transducéo dos sinais da
apoptose com ativagdo das caspases, com consequente morte celular. Isto sugere que a C-ficocianina
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tem a capacidade de interferir no mecanismo de agé&o da cisplatina, sendo a concentragdo de 1 mg/mL
de produtos incapaz de inibir, por si s6, a proliferacdo e a induc¢éo da apoptose nas células HelL a.

m.2.2. MCE-7

Ambos os farmacos testados sdo comuns na quimioterapia do cancro da mama, especialmente o
tamoxifeno. Tanto para o tamoxifeno como para a cisplatina observa-se uma diminuicdo da viabilidade
celular dependente da concentracdo do farmaco testado.

Nas células MCF-7, para o tamoxifeno (Figura I11.3) observa-se uma diminuicdo da viabilidade
celular ao longo das concentragdes crescentes do farmaco testadas, com valor de ICso igual a
20,56 + 0,89 uM (Tabela 111.3). Na presenga da quercetina e da rutina, os valores de I1Cso obtidos sdo
estatisticamente semelhantes ao valor do tamoxifeno sozinho. Na presenca dos produtos da digestao de
S. platensis, a citotoxicidade do tamoxifeno é significativamente inferior, observando-se o aumento do
valor de ICso.
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Figura 111.3 — Curva de viabilidade (%) das células MCF-7 ap6s o tratamento com tamoxifeno e combinag&o deste com
varios compostos, durante 72 horas. S. platensis — produtos da digestéo de S. platensis.
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Tabela I11.3 — Efeito dos farmacos e da sua combinagéo com os produtos naturais na toxicidade das

células MCF-7.
1Cs0 (LM) Citotoxicidade

Tamoxifeno 20,56 + 0,89 (16) -
Quercetina > 100 (16) -
Rutina > 100 (16) -
S. platensis > 1,0 mg/mL (16) -
Tamoxifeno + BSA > 50 (16) -
Tamoxifeno + Quercetina (80 pM) 24,38 + 1,78 (16) -
Tamoxifeno + BSA + Quercetina (80 pM) > 50 (16) -
Tamoxifeno + Rutina (100 pM) 17,15 + 2,00 (16) -
Tamoxifeno + BSA + Rutina (100 pM) > 50 (16) -
Tamoxifeno + S. platensis (1,0 mg/mL) 23,09+1,11 (16) * !
Tamoxifeno + BSA + S. platensis (1,0 mg/mL) > 50 (16) -
Cisplatina 7,26 £ 0,56 (16) -
Cisplatina + Quercetina (80 pM) 8,67 £ 0,13 (16) ** !
Cisplatina + Rutina (100 pM) 11,95 £ 1,25(16) ** !
Cisplatina + S. platensis (1,0 mg/mL) 8,42 £ 0,75 (16) ** !

Os resultados encontram-se expressos como valores de 1Cso + SD (n = n° replicados)

S. platensis significa produtos da digestdo de S. platensis

p-value <0,05: significativamente diferente comparando com o ICso de tamoxifeno (*) e cisplatina (**)
As setas indicam o aumento (1) ou diminui¢go (|) significativa da citotoxicidade e (-) indica auséncia de
alteracdes significativas.

O tamoxifeno é o farmaco mais comum no tratamento do cancro da mama, cujos tumores apresentam
recetores de estrogénio (ER), como € o caso das células MCF-7. Este farmaco demonstrou exercer uma
atividade citotéxica com um valor de 1Cs inferior ao obtido para as células HelLa, indicando que a
presenca de ER tornam as MCF-7 (Furuya et al. 1989) mais sensiveis a a¢do do tamoxifeno. Isto sugere
gue o0 mecanismo mediado pelos ER continua a ser o mais importante. Neste tipo de células, o farmaco
compete com o estrogénio pela ligacdo ao ER, inibindo a transcri¢do dos genes que normalmente sdo
induzidos pelo estrogénio (Jaiyesimi et al. 1995). Estes genes estdo envolvidos na proliferacéo celular,
cuja inibicdo resulta na ativacdo da via intrinseca da apoptose (Lewis-Wambi and Jordan 2009).

Para a quercetina, observa-se um valor de ICsp acima do valor maximo testado, indicando que nesta
linha celular o flavonoide ndo tem efeito téxico. Contudo, o estudo efetuado por Ranganathan et al.
(2015) sugere que a quercetina tem a capacidade de induzir a interrupcdo do ciclo celular nas células
MCF-7 e a apoptose, através da supressdo da via das MAP cinases. Para além disso, 0 mesmo estudo
demonstrou que na incubagao das células com quercetina, durante 24 horas, o seu valor de ICs obtido
foi igual a 37 uM, com efeito mais acentuado na incubagdo durante 48 horas, sendo o valor obtido
experimentalmente superior ao observado na literatura. Para os estudos da intera¢cdo com os farmacos,
a concentracao de quercetina utilizada foi de 80 uM, que corresponde a 96 % de viabilidade. Na presenca
de quercetina, a atividade citotdxica do tamoxifeno manteve-se semelhante quando comparada com a
do tamoxifeno sozinho, sugerindo que o flavonoide ndo interfere com a acdo do farmaco nas células
MCF-7.

Na incubagdo das células com a rutina, o valor de 1Cso encontra-se acima da concentragdo maxima
testada, significando que a rutina ndo tem efeito toxico nas células MCF-7. A concentragdo de rutina
usada nos estudos de interagdo com os farmacos foi de 100 uM, correspondendo a 100 % de viabilidade
celular. Na presenca de rutina, o tamoxifeno manteve seu o valor de 1Csp, sugerindo que este flavonoide,
tal como a quercetina, ndo exerce qualquer efeito no mecanismo de acéo do tamoxifeno.
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Os produtos resultantes da digestdo de S. platensis demonstram um valor de ICsy acima da
concentracdo maxima testada, indicando que os compostos sozinhos nao tém efeito toxico nas células
MCF-7. Embora os estudos efetuados por Z. Wang and Zhang (2016) (2017) referem que alguns
péptidos resultantes da hidrolise de S. platensis podem ter um efeito na inibicdo do crescimento das
células MCF-7. Isto sugere que a concentracdo dos produtos da digestdo testada foi inferior ao necessario
para exercer algum efeito nas células MCF-7. A concentracdo de produtos usada nos estudos de
interacdo com os farmacos foi igual a 1 mg/mL, correspondendo a 88 % de viabilidade celular. Na
presenca destes produtos, ha uma diminuicdo significativa na citotoxicidade do tamoxifeno, sugerindo
que as substancias bioativas de S. platensis podem interferir no mecanismo de a¢do do farmaco.

Na presenca de BSA, o valor de ICs do tamoxifeno mantem-se acima da concentracdo maxima
testada, indicando que na presenca desta proteina a citotoxicidade do tamoxifeno diminui
acentuadamente. O mesmo resultado foi observado para a combinacdo do tamoxifeno com os produtos
naturais, na presenca de BSA. Estes dados apoiam os resultados obtidos para as células HeLa, sugerindo
que o tamoxifeno tem a capacidade de se ligar a BSA, diminuindo o seu efeito tdxico nas células.

No caso da cisplatina (Figura 111.4), observa-se uma diminuic¢do da viabilidade celular ao longo das
concentracdes testadas, com um valor de 1Cs igual a 7,26 + 0,56 uM. Na presenga da quercetina, da
rutina e dos produtos da digestdo de S. platensis é possivel observar uma diminuicdo da citotoxicidade
do tamoxifeno, com um aumento do seu valor de ICsq.

O valor de ICs da cisplatina nas células MCF-7 ¢ inferior ao valor encontrado na literatura, 9,63 uM
(Frank et al. 2009). Também é de notar que o valor de ICso da cisplatina nas células MCF-7 é superior
ao obtido para as células HeLa, sugerindo que as células MCF-7 sdo mais resistentes a cisplatina. De
acordo com P. Jordan et al. (2000), no interior das células, a cisplatina tem a capacidade de reagir com
0s nucledfilos presentes nas cadeias laterais de varios aminoacidos e nas bases de DNA ou RNA, sendo
considerada a sua interacdo com 0 DNA a mais relevante. A formacdo de adutos da cisplatina com o
DNA, levam a danos no DNA com ativacdo da via apoptdtica (P. Jordan et al. 2000), resultando num
efeito citotoxico.
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Figura I11.4 — Curva de viabilidade (%) das células MCF-7 ap6s o tratamento com cisplatina e combinagéo deste com
os produtos naturais. S. platensis — produtos da digestéo de S. platensis.

Na presenca de quercetina, a citotoxicidade da cisplatina vai diminuir. E conhecido que a cisplatina
tem a capacidade de formar complexos ndo apenas com as bases do DNA, mas também com muitas
proteinas e lipidos celulares, induzindo o stress oxidativo através da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Por sua vez, a gquercetina, sendo um antioxidante, pode ter a capacidade de inibir a
producdo de ROS e, consequentemente, diminuir a ativagdo da via intrinseca da apoptose, induzida pela
cisplatina (Akbas et al. 2005). Deste modo, os resultados obtidos sugerem que nas células MCF-7 a
producdo de ROS, com a consequente inducdo da apoptose pela via da ativacdo das caspases, seja um
mecanismo igualmente importante na citotoxicidade induzida pela cisplatina. Assim, a quercetina
consegue diminuir o efeito citotoxico da cisplatina nas células MCF-7, provavelmente, através da
inibicdo da geragdo de ROS pelo farmaco. Para além disso, foi também reportado que a quercetina pode
induzir a apoptose nas células MCF-7, através da ativacdo direta da cascata de caspases pela via
mitocondrial (Chou et al. 2010a; Kashyap et al. 2016). Isto sugere que a quercetina pode também
interferir com algum componente da via apoptética induzida pela cisplatina, diminuindo o efeito do
farmaco.

Na presenca de rutina, observa-se uma diminuicéo da atividade citotoxica da cisplatina, sendo o seu
efeito estatisticamente diferente do causado pela cisplatina sozinha. A rutina, tal como a quercetina, tem
propriedades antioxidantes (S.-S. Chen et al. 2000), pelo que os resultados obtidos sugerem que ambos
os flavonoides podem ter a capacidade de diminuir a producdo de ROS e, consequentemente, atenuar a
ativacdo da apoptose, embora o efeito seja mais pronunciado no caso da rutina.

A cisplatina na presenga dos produtos da digestdo de S. platensis demonstrou um efeito toxico
significativamente inferior a cisplatina sozinha, sugerindo que alguns dos componentes bioativos da
S .platensis podem ter a capacidade de interferir no mecanismo de agédo da cisplatina, atenuando o seu
efeito nas células MCF-7.

Pode concluir-se que os produtos naturais influenciam a toxicidade dos farmacos quimioterapicos em
ambas as linhas celulares tumorais. Para se conhecer melhor o mecanismo de a¢ao dos produtos naturais
responsavel pelo efeito sobre a a¢cdo dos farmacos, estudou-se:
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a) O efeito dos produtos naturais sobre a acdo antiproliferativa dos farmacos (estudos de
proliferacao);

b) O efeito dos produtos naturais sobre a metabolizagdo do pré-farmaco tamoxifeno na sua forma
ativa;

¢) O efeito conjunto dos produtos naturais e dos farmacos nas células por espectroscopia de FTIR.

111.3. Estudos de proliferacdo

Os estudos de proliferagdo servem para testar o efeito dos farmacos e da sua interacdo com os produtos
naturais sobre a aderéncia das células e a sua proliferacdo. Durante a adesdo celular a uma superficie
estatica, as células tumorais sofrem alteragcbes morfolégicas conduzidas pela deformagdo passiva e
reorganizacdo ativa do citoesqueleto (Khalili and Ahmad 2015). Apds a sedimentacdo, as células entram
em contacto com a superficie através da adesdo especifica mediada pelas integrinas (Khalili and Ahmad
2015), sendo este 0 mecanismo de invaséo usado pelas células tumorais durante a proliferacdo. Nesta
etapa, as células tendem a ficar menos espessas, devido ao aumento de ligagdes recetor-ligando,
resultando na diminuicéo do peso celular e no aumento da area de contacto com a superficie. Durante a
continua ades&o, o citoesqueleto de actina sofre uma reorganizacgdo e distribuicdo pelas margens do
corpo celular. As células alcangcam o seu espalhamento maximo através da sua expansdo e adesdo cada
vez mais forte, com formacdo de adesbes focais (van der Flier and Sonnenberg 2001). Estas adestes
estdo associados as vias de transducdo de sinais, que, por sua vez, regulam o crescimento, diferenciagdo
e apoptose das células (Geiger et al. 2001).

Este ensaio foi efetuado de modo semelhante aos estudos de citotoxicidade, todavia as células e os
compostos foram adicionados em simultaneo. Deste modo, 0s compostos podem interferir tanto na
adesdo celular, impedindo a formagdo de adeséo focais, como no efeito antiproliferativo sobre as células
ja aderidas.

[1.3.1. HelLa

Nas células HelLa, ao longo das concentracdes testadas de tamoxifeno (Figura 111.5) observa-se uma
diminuicdo da viabilidade celular com um valor de ICs igual a 14,46 + 1,22 uM (Tabela 111.4). Na
presenca de quercetina, o valor de 1Cs, do tamoxifeno manteve-se semelhante. Por outro lado, na
presenca de rutina e dos produtos da digestéo de S. platensis, observa-se um aumento do valor de 1Cso
do tamoxifeno, quando comparado com o do farmaco sozinho.
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Figura I11. 5 — Curva de viabilidade (%) das células HeLa ap6s o tratamento com tamoxifeno e
combinacdo deste com os produtos naturais. S. platensis — produtos da digestéo de S. platensis.

Tabela I1. 4 — Efeito da combinagéo dos farmacos e dos produtos naturais na aderéncia e
proliferacdo das células HelLa.

IC50 (um) Citotoxicidade

Tamoxifeno 14,46 + 1,22 (16) -
Quercetina 42,82 + 4,29 (15) -

Rutina > 100 (16) -
S. platensis > 1,0 mg/mL(16) -

Tamoxifeno + Quercetina (40 pM) 17,71 £ 0,44 (15) -

Tamoxifeno + Rutina (100 pM) 26,13+£0,74 (15) * !
Tamoxifeno +S. platensis (1,0 mg/mL) 23,45+ 0,46 (16) * !
Cisplatina 1,39 £ 0,23 (15) -

Cisplatina + Quercetina (20 pM) 6,18 + 0,29 (16) ** !
Cisplatina + Rutina (100 pM) 4,19+ 0,12 (16) ** !

Cisplatina + S. platensis (1,0 mg/mL) 0,92 £ 0,04 (16)

Os resultados encontram-se expressos como valores de 1Cso + SD (n = n° replicados)

S. platensis significa produtos da digestdo de S. platensis

p-value < 0,05: significativamente diferente comparando com o 1Cso de tamoxifeno (*) e cisplatina (**)
As setas indicam o aumento (1) ou diminuigéo (]) significativa da citotoxicidade e (-) indica auséncia
de alterag0es significativas.

Neste estudo, o tamoxifeno apresenta um valor de ICsg inferior ao obtido no estudo de citotoxicidade,
sugerindo que o farmaco, para além da sua capacidade na inducdo da apoptose, pode ter também uma
influéncia na adesdo das células HelLa. Estas alteragdes morfoldgicas e bioguimicas induzidas pelo
tamoxifeno podem tornar as células incapazes de aderirem e, consequentemente, proliferarem,
aumentando o efeito toxico causado pelo tamoxifeno.

Na presenca da quercetina, o ICso do tamoxifeno manteve-se semelhante, quando comparado com o
do tamoxifeno sozinho. Isto indica que a quercetina ndo afeta 0 mecanismo de acdo do tamoxifeno na
aderéncia e proliferacdo das células HeLa. No entanto, nota-se que a quercetina sozinha tem um valor
de ICs inferior ao estudo de citotoxicidade, o que sugere que este flavonoide tem a capacidade, por si
s0, de interferir na aderéncia das células, influenciando a proliferacdo celular. Isto pode dever-se ao fato
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de a quercetina ter a capacidade de modificar as vias de transducéo dos sinais ou interagir com varias
proteinas e recetores (Srinivasan et al. 2016), que podem estar relacionados com a via de sinalizacao
durante a adeséo e proliferacéo celular.

Na incubacéo das células HeLa com a rutina e com os produtos da digestdo de S. platensis os valores
de ICsp mantém-se acima da concentracdo maxima testada, tal como se observou nos estudos de
citotoxicidade, sugerindo que estes produtos ndo tém efeito na aderéncia e proliferacdo das células. Na
presenca destes produtos naturais, os valores de 1Csp do tamoxifeno sdo significativamente superiores
quando comparados com o valor obtido para o tamoxifeno sozinho. Isto sugere que a rutina e os produtos
da digestdo de S. platensis podem influenciar a atividade do tamoxifeno na adesdo e consequente
proliferacdo das células HelL a.
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Figura I1l. 6 — Curva de viabilidade (%) das células HeLa apds o tratamento com cisplatina e
combinacéo deste com os produtos naturais. S. platensis — produtos da digestéo de S. platensis.

No caso da cisplatina (Figura 111.6), ao longo das concentragdes testadas observa-se uma diminuicéo
da viabilidade celular com um valor de I1Cs igual a 1,39 + 0,23 uM. Na presenga da quercetina e da
rutina, os valores de ICso da cisplatina aumentam significativamente, indicando a diminuicdo da
citotoxicidade induzida pelo fa&rmaco. Na presenca dos produtos da digestdo de S. platensis o valor de
ICso manteve-se semelhante.

Para a cisplatina, o valor de ICs é inferior ao obtido no estudo de citotoxicidade, sugerindo que a
cisplatina, para além da sua capacidade citotoxica, pode influenciar o0 mecanismo de adesdo das células
HeLa. Na presenga da quercetina e da rutina, os valores de ICs, do farmaco sdo significativamente
superiores a cisplatina sozinha, sugerindo que ambos os flavonoides podem interferir no mecanismo de
acdo da cisplatina no processo de aderéncia e proliferagéo celular. Na presenca dos produtos da digestdo
de S. platensis o valor de ICso da cisplatina mantém-se semelhante ao valor da cisplatina sozinha,
sugerindo que estes produtos ndo tém efeito na agdo da cisplatina durante a proliferacdo das células
Hela.

27



n.3.2. MCE-7

Nas células MCF-7, ao longo das concentracGes do tamoxifeno testadas (Figura 111.7) observa-se
uma diminuicdo da viabilidade com um valor de ICs igual a 20,31 + 2,59 uM (Tabela 111.5). Na
presenca dos produtos naturais, os valores de ICso do tamoxifeno séo estatisticamente semelhantes ao
valor de farmaco sozinho.
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Figura I11. 7 — Curva de viabilidade (%) das células MCF-7 apés o tratamento com cisplatina e
combinagao deste com os produtos naturais. S. platensis — produtos da digestdo de S. platensis

Nas células MCF-7, o valor de ICso do tamoxifeno é semelhante ao que se observa nos estudos de
citotoxicidade, sugerindo que nesta linha celular o tamoxifeno ndo tem qualquer efeito sobre o
mecanismo de ades&o e proliferacédo celular.

Na incubacdo das células com a quercetina e os produtos da digestdo de S. platensis observam-se
valores de ICso iguais a 63,19 + 5,49 uM ¢ 0,85 £ 0,09 mg/mL, respetivamente, sugerindo que 0s
compostos podem ter um papel interferente na adeséo e proliferagéo celular, que resulta no aumento da
sua citotoxicidade. Enquanto na rutina o valor de ICso é semelhante aos estudos de citotoxicidade, o que
sugere que este flavonoide ndo tem efeito na adeséao e proliferacdo das células MCF-7.

Na presenca dos produtos naturais, o valor de ICs, do tamoxifeno mantém-se semelhante ao do
farmaco sozinho, sugerindo que estes compostos ndo interferem no mecanismo de acdo do farmaco
durante a proliferagdo das células MCF-7.
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Tabela Il1. 5 - Efeito da combinacéo dos farmacos e dos produtos naturais na aderéncia e proliferacdo das

células MCF-7.

1C50 (um) Citotoxicidade

Tamoxifeno 20,31 £ 2,59 (16) -

Quercetina 63,19 £ 5,49 (16) -

Rutina > 100 (16) -

S. platensis 0,85 = 0,09 mg/mL (16) -

Tamoxifeno + Quercetina (20uM) 14,25 £ 0,002 (16) -

Tamoxifeno + Rutina (100pM) 18,18 + 0,70 (16) -

Tamoxifeno + S. platensis (1,0mg/mL) 11,84 £ 1,30 (16) -

Cisplatina 6,51 + 2,07 (16) -

Cisplatina + Quercetina (20uM) 7,01 + 2,67 (16) -

Cisplatina + Rutina (100puM) 13,15+ 1,03 (16) ** !

Cisplatina + S. platensis(1,0mg/mL) 0,33 £ 0,39 (16) -

Os resultados encontram-se expressos como valores de ICso + SD (n = n° replicados)

S. platensis significa produtos da digestdo de S. platensis

p-value < 0,05: significativamente diferente comparando com o 1Cso de tamoxifeno (*) e cisplatina (**)
As setas indicam o aumento (1) ou diminuiggo () significativa da citotoxicidade e (-) indica auséncia de
alteracdes significativas.

O tratamento com cisplatina (Figura 111.8) causa uma diminuig&o da viabilidade celular ao longo das
concentracdes usadas, com um valor de 1Cs igual a 6,51 + 2,07 uM. Na presenga de quercetina e dos
produtos da digestdo de S. platensis os valores de I1Cs, mantém-se semelhantes ao valor da cisplatina
sozinha. Na presenca de rutina observa-se uma diminuicao significativa da viabilidade celular com um
aumento do valor de 1Cso do farmaco.
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Figura Ill. 8 — Curva de viabilidade (%) das células MCF-7 ap6s o tratamento com tamoxifeno e
combinacdo deste com os produtos naturais. S. platensis — produtos da digestao de S. platensis
O tratamento das células com cisplatina, tal como para o tamoxifeno, sugere que esta ndo apresenta
efeito na adesdo e proliferacdo das células MCF-7. Contudo, a presenga da rutina diminui a
citotoxicidade induzida pela cisplatina, possivelmente devido ao papel estimulante do flavonoide na
adesdo e proliferacdo celular. Na presenca dos produtos da digestdo de S. platensis e da quercetina ndo
se observa uma diferenca significativa na citotoxicidade da cisplatina, o que sugere que estes dois
produtos naturais ndo interferem no mecanismo de adesao e proliferacdo das células MCF-7.
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Assim, conclui-se que os produtos naturais, para além de influenciarem a toxicidade dos farmacos,
podem também influenciar a sua atividade antiproliferativa. Tendo em conta que o tamoxifeno ¢ um
pré-farmaco torna-se interessante estudar se o efeito dos produtos naturais sobre o farmaco sera devido
a modulacdo do seu metabolismo.

111.4. Quantificacdo e metabolizacdo do tamoxifeno

Pretende-se analisar o efeito dos produtos naturais na metabolizagdo do tamoxifeno in vitro. Para
exercer a sua funcdo citotoxica nas células tumorais, o tamoxifeno, sendo um pré-farmaco, tem que
passar a sua forma ativa através de reacdes enzimaticas do metabolismo de xenobi6ticos. Para isso, em
primeiro lugar, pretende-se quantificar o tamoxifeno e os seus metabolitos presentes em amostras
bioldgicas.

11.4.1. Anélise por HPLC-DAD

Na identificacdo do tempo de retencdo do tamoxifeno e do seu espetro UV-Vis caracteristico, foram
analisadas varias concentracfes de tamoxifeno por HPLC-DAD. As concentra¢cBes do tamoxifeno
analisadas foram 100, 200, 400, 600 e 1000 nM dissolvidas em metanol, servindo de controlo a solucéo
contendo apenas metanol.

De acordo com a Figura 111.9, o tamoxifeno possui um pico caracteristico com um tempo de retencao
de 17,65 minutos.
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Figura 111.9 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD de solugfes padrdo do tamoxifeno.

Para além disso, o tamoxifeno possui um espetro UV-Vis caracteristico (Figura 111.10) com a
absorcdo maxima aos 235 e 274 nm, possibilitando a identificagdo dos metabolitos do tamoxifeno nos
ensaios de metabolizagdo do farmaco realizados posteriormente.
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Figura 111.10 — Espetro UV-Vis obtido por HPLC-DAD do pico correspondente
ao tamoxifeno na concentragéo de 1000 uM.
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111.4.1.1. Reta de calibracdo

Na gquantificacdo do tamoxifeno em amostras biol6gicas foi tragada uma reta de calibracéo a partir dos
cromatogramas de HPLC-DAD para diferentes concentragdes de tamoxifeno padrdo, representando-se
a altura do pico do tamoxifeno em funcédo da concentracdo do farmaco (Figura 111.11). A equacéo obtida
foi de y = 3,4559x + 37,559, em que X é a concentracdo do tamoxifeno em nM e y é a intensidade do
pico em pUA.
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Figura I11.11 — Representacdo grafica da reta de calibracéo de altura do pico em fung¢do de
concentracdo do tamoxifeno, obtidos por HPLC-DAD.

No entanto, na analise do tamoxifeno a 500 nM realizada nos dias seguintes, o farmaco nas mesmas
codicGes de HPLC-DAD demonstrou um resultado diferente (Anexo 1), eluindo da coluna a diferentes
tempos de retencdo, aos 15.58, 15.75 e 17.66 minutos, significando que, possivelmente, devido a sua
estrutura quimica, o farmaco apresenta uma elevada afinidade com os constituintes da coluna. Isto
resulta na retencdo do farmaco na coluna, podendo por vezes nem ser eluido na corrida, pelo que a
analise do tamoxifeno por HPLC-DAD se torna dificil. Para quantificar o tamoxifeno e 0s seus
metabolitos em amostras bioldgicas tentou analisar-se o tamoxifeno por técnicas alternativas, como a
espetroscopia de FTIR.
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111.4.2. Analise por FTIR
111.4.2.1. Reta de calibracdo

Foram analisados por FTIR solugdes padrdo do tamoxifeno nas concentracées de 40, 60, 80, 100, 150,
200 e 300 uM, obtendo-se uma reta de calibracdo (Figura 111.12) a partir do célculo da area do pico, no
intervalo de 1236-1254 cm™,
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Figura I11.12 — Representacdo gréafica da reta de calibracdo do tamoxifeno, obtidos
por FTIR.

A reta obtida tem a equacdo de y = 6E-05x + 0,0011, sendo y a area do pico e x a concentracdo de
tamoxifeno.

111.4.2.2. Quantificacdo do tamoxifeno em meio de cultura

O tamoxifeno na concentragdo de 0,5 uM dissolvido em meio de cultura foi analisado por FTIR,
calculando-se a concentragdo final do tamoxifeno a partir da &rea do pico (Figura 111.13), no intervalo
1236-1254 cm™. O controlo contém apenas meio de cultura.
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Figura 111.13 — Representacao grafica da absorvéncia em funcao do N° de onda para controlo (A) e tamoxifeno (B),
em triplicado.

A concentracdo final do tamoxifeno obtida foi de 3,26 pM com um rendimento de extragdo de
3,26 %. Este resultado sugere que, possivelmente, algum constituinte do meio, como por exemplo a
albumina, se liga ao tamoxifeno alterando as suas propriedades quimicas, que por sua vez resultam em
alteracBes nos modos vibracionais.
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111.4.2.3. Efeito da albumina sobre o tamoxifeno

Tendo em conta que albumina é a proteina mais abundante do soro, o objetivo seguinte foi estudar o
seu efeito sobre o tamoxifeno. Dado que a concentracdo de BSA no soro é de 40 mg/mL e 0 meio de
cultura contém 10 % de soro, o tamoxifeno na concentracdo de 5 uM foi dissolvido numa solugéo aquosa
de BSA 4 mg/mL. O tamoxifeno extraido foi quantificado por FTIR a partir da area do pico
(Figura 111.14), no intervalo de 1236-1254 cm™. O controlo contém tamoxifeno dissolvido em agua.
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Figura 111.14 — Espetro obtido por FTIR para o controlo que contém apenas tamoxifeno (A) e amostra que contém
BSA + Tamoxifeno (B), em triplicado.

No controlo, que contém apenas tamoxifeno, a concentragdo final do tamoxifeno extraido foi de
82,95 uM, com um rendimento de extragdo de 8,3 %. Enquanto para a solucéo de tamoxifeno e BSA se
obteve 45,1 uM, com um rendimento de extracdo de 4,5 %, ou seja, a ligacdo da BSA ao tamoxifeno
baixou o rendimento para metade.

No entanto, os rendimentos obtidos sdo muito pequenos, indicando que o tamoxifeno é muito dificil
de ser quantificado por FTIR, seja devido a sua estrutura quimica, a presenca de &gua ou a perdas durante
0 processo de extracdo e secagem com azoto.

111.4.3. Metabolizac&o do tamoxifeno in vitro pelos citocromos P450 extraidos do figado

A metabolizacéo in vitro do tamoxifeno pelos citocromos P450, presentes no liofilizado da fracéo
microssomal (CFE), fornece uma estimativa qualitativa dos metabolitos que poderiam resultar do
metabolismo in vivo do farmaco. A analise dos metabolitos foi efetuada por HPLC-DAD, sendo que foi
esta técnica que demonstrou melhores resultados na dete¢do do tamoxifeno, quando comparado com a
espetroscopia de FTIR.

A concentracdo da proteina total presente na fracdo microssomal extraida do figado de porco foi
quantificada pelo método de Bradford, obtendo-se 26,57 ug/mL por miligrama de liofilizado e uma reta
de calibracdo (Anexo 2) com uma equacdo igual a y = 0,054x + 0,0305.

O ensaio de 0 horas (Figura 111.15) serve como controlo, em que a reacdo de metabolizacéo efetuada
pelos citocromos P450 foi interrompida imediatamente ap6s a introducdo do iniciador da reacdo, o
cofator NADPH. No cromatograma obtido ndo se observam metabolitos, eluindo apenas tamoxifeno aos
16,3 minutos.
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Figura 111.15 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para a amostra de sobrenadante recolhida para o ensaio de 0 horas na
metabolizacdo do tamoxifeno pelos citocromos P450. CFE — liofilizado da fragdo microssomal.

Analisando a Figura 111.16 para o ensaio de 1,5 horas, observam-se alguns picos para a amostra
contendo CFE e tamoxifeno, que por sua vez diferem das amostras controlo. Neste caso, o tamoxifeno
eluiu da coluna aos 16,2 minutos e antes deste ndo se observam picos diferentes das amostras controlo.
De acordo com Fried and Wainer (1994), os metabolitos do tamoxifeno tém um tempo de retencédo
inferior a molécula original, indicando que para a amostra de CFE e tamoxifeno incubados durante
1,5 horas nenhum dos metabolitos foi detetado. Isto pode dever-se as limitagdes do uso dos extratos
celulares na metabolizagdo dos compostos in vitro, pelo que a auséncia de outros enzimas e cofatores
citosolicos, presentes em células intatas, limitam as rea¢cdes metabolicas (Fasinu et al. 2012). Para além
disso, os enzimas da fragdo microssomal poderiam ter perdido a sua atividade devido a alteragdo na sua
conformag&o durante o processo de preparacao do CFE.
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Figura 111.16 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para a amostra de sobrenadante recolhida para o ensaio de 1,5 horas
na metabolizacdo do tamoxifeno pelos citocromos P450. CFE — liofilizado da fracdo microssomal.
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11.4.4. Metabolizacao do tamoxifeno in vitro pelas HepG2 e Caco-2

Com o objetivo de se obter metabolitos do tamoxifeno, recorreu-se a metabolizacdo in vitro, utilizando
duas linhas celulares HepG2 e Caco-2, conhecidas por terem citocromos P450 e outras estruturas
capazes de metabolizarem os farmacos.

111.4.4.1. HepG2

As HepG2 sdo células epiteliais humanas do carcinoma hepatocelular, caracterizadas por reterem
muitas das caracteristicas dos hepatdcitos humanos normais, incluindo as atividades do metabolismo de
xenobioticos, devido a presenca de citocromos P450 monooxigenases e de outros enzimas envolvidos
nas reacoes de fase Il (Yoshitomi et al. 2001). Deste modo, o0 uso desta linha celular € til na previsdo
do metabolismo do tamoxifeno que seria efetuado pelo figado humano in vivo.

Na analise da amostra do meio (Figura I11.17), onde as células HepG2 cresceram na presenca do
tamoxifeno, foram efetuados dois controlos, um deles contendo meio onde as células cresceram na
auséncia de tamoxifeno e outro contendo meio com tamoxifeno na auséncia de células. Analisando os
espetros observa-se que 0s picos obtidos para a amostra contendo células e tamoxifeno ndo sdo
diferentes dos obtidos nos controlos, indicando que ndo foram detetados metabolitos.

Na andlise da amostra de células (Figura 111.18) que cresceram na presenca do tamoxifeno, foi
efetuado um controlo com as células que cresceram na auséncia do farmaco. Analisando os espetros, a
amostra contendo células e tamoxifeno ndo apresenta picos diferentes do controlo, indicando que ndo
foram detetados metabolitos do farmaco.

O estudo efetuado por Duthie et al. (1995) refere que o tamoxifeno na concentragdo de 1 pM néo
exerce efeito toxico nas células HepG2, eliminando a possibilidade dos metabolitos ndo serem detetados
devido a morte das células. Deste modo, a explicacdo para auséncia dos metabolitos nos espetros obtidos
deve-se, possivelmente, & associagdo do tamoxifeno e dos seus metabolitos a proteinas presentes nas
amostras biolégicas.
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Figura 111.17 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para as amostras do meio no ensaio da metabolizagdo do tamoxifeno
pelas células HepG2.
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Figura 111.18 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para as amostras de células no ensaio da metabolizagdo do tamoxifeno
pelas células HepG2.

111.4.4.2. Caco-2

As Caco-2 sdo celulas tumorais humanas do adenocarcinoma colo-retal, caracterizadas por
expressarem certos enzimas do metabolismo de xenobiéticos, incluindo CYP monooxigenases e
enzimas de fase Il (Borlak and Zwadlo 2003). O uso desta linha celular no estudo da metabolizagéo do
tamoxifeno pode possibilitar a obten¢do dos metabolitos que seriam obtidos atraveés do metabolismo de
xenobioticos in vivo.
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Na analise da amostra do meio, onde as células Caco-2 cresceram na presenga do tamoxifeno, foram
efetuados dois controlos, um deles contendo meio onde as células cresceram na auséncia do tamoxifeno
e outro contendo meio com tamoxifeno na auséncia de células. Analisando a Figura 111.19 é possivel
observar que para a amostra contendo células e tamoxifeno ndo existem picos diferentes do controlo,
gue contém apenas tamoxifeno. Pode observar-se uma elevada variabilidade nos perfis cromatograficos
das amostras, no entanto, as diferengas correspondem a picos com espectros de UV-Vis caracteristico
de proteinas. Estas diferencas sdo bastante pequenas, uma vez que a intensidade é bastante baixa, como
se pode observar na escala do eixo da Figura 111.19. Isto indica que ndo foram detetados metabolitos
do tamoxifeno.
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Figura 111.19 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para as amostras do meio no ensaio da metabolizacdo do tamoxifeno

pelas células Caco-2.

Na anéalise da amostra de células e tamoxifeno foi efetuado um controlo contendo apenas células na
auséncia do tamoxifeno. Analisando a Figura 111.20 para a amostra contendo células e tamoxifeno ndo
se observaram picos diferentes do controlo, indicando que ndo foram detetados metabolitos do
tamoxifeno.
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Figura 111.20 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para as amostras de células no ensaio da metabolizacéo do tamoxifeno
pelas células Caco-2.

Conclui-se, entdo, que, devido a hidrofobicidade do tamoxifeno e a sua forte ligagdo a proteinas
presentes nas amostras bioldgicas, ndo foi possivel quantificar o farmaco ou os seus metabolitos. Assim,
prosseguiu-se para os estudos da andlise das alteracdes estruturais, por espetroscopia de FTIR,
resultantes da combinacdo dos farmacos e dos produtos naturais.

111.5. A¢do da combinacdo dos farmacos com os produtos naturais a nivel celular —estudos
por espetroscopia de FTIR

Para avaliarmos as alteracOes estruturais que ocorrem ao nivel dos constituintes das células tratadas
com farmacos combinados com produtos naturais, as células intactas foram analisadas por espetroscopia
de FTIR.

As células sdo constituidas por diferentes lipidos, proteinas, gllcidos e acidos nucleicos, possiveis de
serem detetados nos espetros de FTIR, devido aos seus modos vibracionais caracteristicos. Deste modo,
os espetros de FTIR representam a composi¢cdo molecular global das células em estudo. Algumas das
bandas mais frequentemente estudadas por varios autores (Bambery et al. 2006; Zelig et al. 2009) na
caracterizacao das alteragdes estruturais em amostras bioldgicas encontram-se na Tabela 111.6.

Na interpretacdo dos dados contidos nos espetros de FTIR recorreu-se a analise das razdes entre as
bandas. As modificacGes na estrutura das células tratadas com os diferentes compostos foram analisadas
comparando-as com o controlo, que contém apenas células e a respetiva concentracdo de DMSO. Dado
que a solucdo stock do tamoxifeno foi dissolvida em DMSO e a cisplatina em &gua, os espetros foram
divididos de acordo com a concentra¢éo final de DMSO.
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Tabela I11.6 — A interpretacdo de algumas das bandas mais frequentemente encontradas nos espetros de FTIR para amostras
biolégicas.

N° de onda (cm™) Modos vibracionais

~1084 Estiramento simétrico de P=0 do grupo PO, (&cidos nucleicos)

~1545 Banda da amida Il (proteinas)

~1655 Banda da amida | (proteinas)

~1740 Estiramento simétrico de C=0 de ésteres (fosfolipidos)

~2851 Estiramento simétrico de C-H dos grupos CH; (cadeias de &cidos gordos)
~2872 Estiramento simétrico de C-H dos grupos CH3

~2920 Estiramento assimétrico de C-H dos grupos CH>

~2957 Estiramento assimétrico de C-H dos grupos CHs (cadeias de &cidos gordos)

Adaptado de Bellisola and Sorio 2012

111.5.1. HelLa

Os espetros obtidos para as células HeL.a encontram-se nas Figuras 111.21, 111.22 e 111.23.
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Figura 111.21 — Espetro de FTIR obtido para as células HeL a tratadas com tamoxifeno e combinacao deste com os flavonoides
na concentracdo de DMSO igual a 0,5 %. O espetro foi normalizado para a banda da amida I1.
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Figura 111.22 — Espetro de FTIR obtido para as células HeLa tratadas com o tamoxifeno e combinagdo deste com os produtos
resultantes da digestdo de S. platensis na concentracdo de DMSO igual a 0,25 %. O espetro foi normalizado para a banda da
amida Il. Spirulina — produtos de digestéo de S. platensis.
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Figura 111.23 — Espetro de FTIR obtido para as células HeLa tratadas com cisplatina e combinag&o do farmaco com os produtos

naturais na concentragdo de DMSO igual a 0 %. O espetro foi normalizado para a banda da amida Il. Spirulina — produtos de
digestdo de S. platensis.

Na incubacdo das células HeLa com tamoxifeno (Figura 111.24) observa-se uma diferenca
significativa na razio vas(CH)/Amida Il quando comparada com a do controlo, sugerindo uma alteracéo
ao nivel dos lipidos. Esta alteracdo ocorreu devido ao aumento do nimero de ligagdes CH> dos lipidos,

41



traduzindo-se no aumento do tamanho das cadeias dos &cidos gordos, sendo o Ultimo indicado pela
diferenca na razdo vas(CH2)/ vas(CHs). Para identificarmos se ocorreu alguma alteracdo ao nivel da
quantidade de lipidos, para além do seu tamanho, recorreu-se também a razao vas(CHs)/Amida Il para a
gual ndo se observa qualquer diferenca quando comparada com a do controlo. Para analisarmos se estas
alteracBes nos lipidos se devem aos fosfolipidos constituintes da membrana recorre-se a razao
vs(C=0)/Amida Il, que indica ndo haver alteracdo ao nivel da quantidade de carbonilos no sistema
celular. No entanto, existe uma diminuicdo da quantidade de carbonilos relativamente as estruturas totais
de lipidos, indicada pela razdo vs(C=0)/ vas(CH.), sugerindo que ndo houve alteracdes ao nivel da
quantidade dos fosfolipidos, mas sim na sua composi¢do através do aumento do tamanho das cadeias
dos acidos gordos. Os fosfolipidos sdo os lipidos estruturais mais abundantes na membrana das células
animais, distribuidos de uma forma assimétrica. A assimetria normal da membrana celular é perturbada
nas fases iniciais da apoptose, sendo este um processo fisioldgico coordenado que envolve uma série de
eventos bioquimicos, que resultam na morte celular programada e na sua posterior eliminagdo (Chaurio
et al. 2009). Durante a fase inicial da apoptose, ocorre a translocacdo de um tipo de fosfolipido -
fosfatidilserina (PS), da superficie interna para a superficie externa da membrana, sendo este o
mecanismo fundamental pelo qual os macréfagos fagociticos reconhecem o0s corpos apoptéticos
(Tyurina et al. 2000). Deste modo, o rearranjo dos fosfolipidos, que se observa nas células tratadas com
o tamoxifeno, pode dever-se a formagdo de vesiculas chamadas de corpos apoptoticos, durante a
apoptose. Todavia, existem estudos que demonstram que o tamoxifeno tem a capacidade de interagir
diretamente com os lipidos membranares, induzindo modificagdes na sua dinamica (Bilge et al. 2013;
Khadka et al. 2015). Por sua vez, a diferenca na razao vs(PO2)/Amida Il, relativamente ao controlo,
sugere uma alteragdo ao nivel dos &cidos nucleicos, existindo uma diminui¢do dos seus grupos fosfato
associados. Esta alteracdo indica que, possivelmente, o DNA, por ac¢do dos endonucleases (Elmore
2007), sofre uma fragmentacdo com a consequente perda dos grupos fosfato, sendo este processo uma
das caracteristicas da apoptose. Estas observagoes sdo suportadas por Majumdar et al. (2001), que refere
que o tamoxifeno nas células HelLa induz a morte celular por apoptose, através do rearranjo das
estruturas membranares para a formacao de corpos apoptoticos e fragmentagdo do DNA.
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Figura I11.24 — Histograma das raz6es da altura dos picos de cada banda, obtidos a partir dos espetros de FTIR, para as células
HeLa tratadas com o tamoxifeno e com os flavonoides, durante 24 horas. O controlo foi normalizado a 1, sendo as restantes
amostras normalizadas ao controlo. As mesmas letras indicam valores que ndo podem ser considerados diferentes (p-value
> 0,05). Concentracdes usadas (DMSO 0,5 %): tamoxifeno (20,81 puM), quercetina (40 pM), tamoxifeno (13,69 uM) +

quercetina (40 uM), rutina (100 pM), tamoxifeno (28,02 uM) + rutina (100 pM).

Quando as células HeLa foram incubadas com quercetina, na concentracdo de DMSO igual a 0,5 %,
observou-se uma alteracéo ao nivel da estrutura dos lipidos, devido ao aumento do tamanho das cadeias
dos acidos gordos, indicado pelas diferencas nas razdes vas(CH:2)/vas(CHs) e vas(CHs)/Amida I,
relativamente ao controlo. As diferencas nas razdes vs(C=0)/Amida Il e vs(C=0)/ vas(CH2) indicam que
houve um aumento significativo do niumero de carbonilos relativamente ao contetdo proteico e também
relativamente as estruturas totais dos lipidos. Tendo em conta que o ndmero total de lipidos indicado
pela razdo vas(CHz)/Amida Il se manteve semelhante ao controlo, os resultados indicam que existem
mais lipidos na forma de ésteres, isto €, na forma de fosfolipidos. O estudo efetuado por Saija et al.
(1995) refere que alguns flavonoides, como a quercetina, tém a capacidade de interatuar e atravessar a
membrana celular, causando variagdes na sua estrutura e fluidez, pelo que as altera¢des observadas nos
lipidos podem dever-se ao efeito direto do flavonoide sobre a membrana. Quanto as alteragdes ao nivel
dos acidos nucleicos observa-se uma diminuicdo do numero de ligagdes dos fosfatos associados,
sugerindo a ocorréncia da fragmentacdo do DNA. Esta fragmentacéo e as altera¢es na composi¢do dos
lipidos sdo os processos que caracterizam a morte celular por apoptose (Gasparri and Muzio 2003). Os
resultados observados suportam as evidéncias da indugdo de apoptose pela quercetina nas células HelLa
(Vidya Priyadarsini et al. 2010).
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Quando as células foram incubadas com a combinacéo do tamoxifeno e da quercetina, observa-se um
aumento da razdo va.s(CH2)/Amida I, relativamente ao controlo, indicando o aumento do nimero de
ligacBes CH> dos lipidos. Este efeito parece ter tendéncia a aumentar com o tamoxifeno, dado que o
efeito da quercetina sozinha é semelhante ao do controlo. O aumento das ligacbes CH, deve-se ao
aumento do tamanho das cadeias dos acidos gordos, que é um efeito semelhante ao observado para a
quercetina sozinha. Para esta combinagao observa-se também uma diminuicdo do nimero de fosfatos
associados aos acidos nucleicos possivelmente devido a fragmentacdo do DNA, que juntamente com a
alteracdo observada na composicao dos lipidos sugerem a ocorréncia de apoptose (Gasparri et al. 2003).

A incubacdo das células com a rutina, na concentracdo de DMSO igual a 0,5 %, demonstra diminuir
0 numero de estruturas totais de lipidos na célula. Esta diminuicdo caracteriza-se pela diminuicdo do
tamanho das cadeias dos &cidos gordos. O aumento do nimero de carbonilos relativamente ao contetdo
proteico e as estruturas totais de lipidos indica que existem mais lipidos na forma de fosfolipidos. Os
niveis dos fosfatos associados aos acidos nucleicos diminuem relativamente ao controlo, sugerindo que
a rutina ndo tem qualquer efeito sobre a sua estrutura. Estes resultados sugerem gue as alteracdes ao
nivel dos lipidos podem dever-se & formagdo dos exossomas durante o processo de reciclagem dos
residuos celulares (Akers et al. 2013). Tendo em conta os resultados obtidos, a rutina, tal como
demonstrado nos estudos de citotoxicidade, parece ndo exercer, por si so, algum papel antitumoral nas
células HeLa.

Na incubacdo das células HeL.a com a combinacdo do tamoxifeno e da rutina observa-se um aumento
do numero de ligagcdes CH. dos lipidos, devido ao aumento na quantidade e no tamanho das cadeias dos
acidos gordos. O aumento das ligacbes CH; parece ter tendéncia a aumentar com tamoxifeno, sendo esta
alteracdo semelhante ao tamoxifeno sozinho. O aumento do tamanho das cadeias dos lipidos parece ter
tendéncia a aumentar com o tamoxifeno e 0 aumento na quantidade de lipidos parece dever-se a rutina,
sendo o efeito resultante comparavel a rutina sozinha. Para além disso, observa-se um aumento na
guantidade dos fosfolipidos relativamente aos lipidos totais, indicando que existem mais lipidos na
forma de fosfolipidos. A existéncia de mais fosfolipidos parece dever-se a interacdo da rutina com o
tamoxifeno, dado que o efeito é significativamente maior quando comparado com o tamoxifeno e a
rutina sozinhos. Estas alteracfes ao nivel da composi¢do e da quantidade dos lipidos sugerem que
possivelmente ocorre a producdo de membranas necessarias a formacao dos corpos apoptéticos (EImore
2007). Para esta combinagdo também se observa uma diminui¢do dos fosfatos associados aos acidos
nucleicos, sendo o efeito comparavel ao da rutina sozinha. Sugere-se que esta diminuicdo é devida a
fragmentacdo do DNA que, juntamente com as alteraces nos lipidos, caracterizam a morte celular por
apoptose (Nagata et al. 2003).

A incubacdo das células com o tamoxifeno na concentracdo final de DMSO igual a 0,25 %
(Figura 111.25) demonstra os mesmos efeitos quando incubadas com 0 mesmo farmaco na concentragdo
de DMSO igual a 0,5 %.
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Figura I11.25 — Histograma das raz6es na altura dos picos de cada banda obtidos a partir dos espetros de FTIR para as células
HelLa tratadas com tamoxifeno e com produtos da digestdo de S. platensis, durante 24 horas. O controlo foi normalizado a 1,
sendo as restantes amostras normalizadas ao controlo. As mesmas letras indicam valores que ndo podem ser considerados
diferentes (p-value > 0,05). ConcentracGes usadas (DMSO 0,25 %): tamoxifeno (20,81 uM), produtos da digestdo de S.
platensis (1 mg/mL), tamoxifeno (25,18 uM) + produtos da digestdo de S. platensis (1 mg/mL).

Quando as células foram incubadas com os produtos da digestdo de S. platensis, na concentracdo de
DMSO igual a 0,25 %, observa-se uma diminuicdo ao nivel das ligacbes CH. associados aos lipidos
devido a diminuicdo na sua quantidade. Para além disso observa-se uma diminuigdo na quantidade dos
carbonilos no sistema, existindo menos lipidos na forma de fosfolipidos. O nivel de fosfatos é
significativamente inferior ao controlo, no entanto esta proximo, indicando que possivelmente o nivel
de replicagdo do DNA é inferior ao controlo. Estes resultados sugerem que possivelmente que 0s
produtos podem ter uma capacidade antiproliferativa sobre as células HeLa, levando a interrupgdo do
ciclo celular e inibicdo da sintese de novas membranas. O estudo efetuado por B. Li et al. (2006)
demonstra que nas células HelLa, a C-ficocianina tem a capacidade de interferir no ciclo da divisdo
celular, levando a sua interrup¢do, com a consequente inducdo de apoptose. Deste modo, as alteracoes
observadas sugerem que os produtos da digestdo de S. platensis podem ter um efeito citostatico nas
células HelLa. Estas observacdes sdo consistentes com o0s estudos de citotoxicidade, em que a
concentragdo de 1 mg/mL de produtos digeridos corresponde a 86 % de viabilidade celular.

Na presenca do tamoxifeno juntamente com os produtos da digestdo de S. platensis, observa-se uma
diminuigdo de numero de ligagdes CH> dos lipidos, devido a diminui¢do do tamanho das cadeias dos
acidos gordos. Esta alteragdo no tamanho das cadeias parece dever-se a intera¢do do tamoxifeno com os
produtos da digestdo de S. platensis, dado que o efeito resultante é significativamente inferior ao
apresentado pelos compostos testados em separado. A diferenca na razdo vs(C=0)/Amida Il
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relativamente ao controlo, indica que existem mais lipidos na forma de fosfolipidos e este efeito parece
resultar da interacdo dos compostos. Os niveis dos fosfato associados aos acidos nucleicos € inferior ao
controlo, sugerindo a ocorréncia de fragmentacdo do DNA, sendo este processo caracteristico da
apoptose. Também é possivel observar que os niveis dos fosfatos associados aos acidos nucleicos tém a
tendéncia de diminuir na presenga do tamoxifeno. A diminuicdo dos fosfatos associados aos acidos
nucleicos sugere-se der devido a fragmentacdo do DNA que juntamente com o aumento dos fosfolipidos,
caracterizam a morte celular por apoptose (Nagata et al. 2003)

Quando as células foram incubadas com a cisplatina (Figura 111.26), observa-se uma alteracdo ao
nivel dos lipidos, quando comparado com o controlo, sendo esta alteragdo devido a diminui¢do do
tamanho das cadeias acilo e aumento da quantidade de lipidos. Para além disso, observa-se 0 aumento
do nivel de carbonilos no sistema, indicando a existéncia de mais lipidos na forma de fosfolipidos. Isto
sugere que ocorreu um rearranjo na estrutura dos lipidos membranares, possivelmente devido a
ocorréncia de apoptose. A razdo vs(PO2)/Amida Il indica que a cisplatina ndo tem efeito sobre os &cidos
nucleicos, dado que os nivel dos fosfatos associados aos acidos nucleicos é comparavel ao controlo. As
alteracOes observadas ao nivel do lipidos sugerem ocorreu o rearranjo das estruturas membranares para
posterior formacdo dos corpos apoptéticos, no entanto nesta fase ainda ndo se consegue observar a
fragmentacdo do DNA. Este resultado é suportado por estudos que demonstram a cisplatina induzir nas
células HeLa a morte celular por apoptose, através da indugdo do stress do reticulo endoplasmatico
(Saiful Yazan et al. 2014).

Na incubacdo das células HeLa com a combinagdo da cisplatina e da quercetina, observa-se a
diminuicdo do tamanho das cadeias dos &cidos gordos e 0 aumento na sua quantidade. Estas alteragdes
parecem dever-se a cisplatina, dado que o efeito resultante é comparavel a cisplatina sozinha. Também
é possivel observar o aumento dos niveis dos carbonilos no sistema celular, indicando a existéncia de
mais lipidos na forma de fosfolipidos. Este efeito parece dever-se a cisplatina, dado que o aumento de
fosfolipidos observado é comparavel a cisplatina sozinha. Os niveis dos fosfatos associados aos acidos
nucleicos observa-se ser semelhante ao controlo, sendo efeito comparavel ao apresentado pela cisplatina
sozinha. As alteracdes observadas nos lipidos sugere que possivelmente as células encontram-se na fase
inicial da apoptose, com modificagdes na composicao dos lipidos para formacéo de corpos apoptdticos,
no entanto ainda ndo se observa a fragmentagdo do DNA.
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Figura 111.26 — Histograma das raz6es na altura dos picos de cada banda, obtidos a partir dos espetros de FTIR, para as células
Hela tratadas a cisplatina e com os produtos naturais, durante 24 horas. O controlo foi normalizado a 1, sendo as restantes
amostras normalizadas ao controlo. As mesmas letras indicam valores que ndo podem ser considerados diferentes (p-value
> 0,05) Concentracdes usadas (DMSO 0 %): cisplatina (3,54 uM), quercetina (40 uM), cisplatina (5,28 uM) + quercetina
(40 uM), rutina (100 uM), cisplatina (3,37 uM) + rutina (100 uM), produtos da digestdo de S. platensis (1 mg/mL), cisplatina
(4,38 1 M) + produtos da digestdo de S. platensis (1 mg/mL).

Na incubagdo das células HeLa com a rutina na concentracdo de DMSO igual a 0 %, observam-se
alteracOes estruturais diferentes dos obtidos para rutina com DMSO igual a 0,5 %, indicando que este
solvente pode interferir no mecanismo da agdo da rutina. No tratamento das células com rutina
(DMSO 0 %) observa-se uma diminui¢do do tamanho das cadeias acilo e a existéncia de mais lipidos
na forma de fosfolipidos. Para além disso, observa-se uma diminuicao dos niveis dos fosfatos associados
aos acidos nucleicos. As alteracBes na composi¢do dos lipidos e diminuicdo dos fosfatos dos &cidos
nucleicos, devido a fragmentacdo de DNA, sugerem que as células encontram-se na fase de apoptose.

Na incubacdo das células HeLa com a combinacao da cisplatina e da rutina, observa-se 0 aumento da
razdo vs(C=0)/Amida I, indicando a existéncia mais lipidos na forma de fosfolipidos, e este efeito
parece ser devido a interacdo da cisplatina com a rutina. Quanto as alteracfes nos acidos nucleicos
observa-se uma diminuicdo dos niveis dos seus fosfatos associados, sendo este efeito resultante da
interacdo do farmaco com o flavonoide. As alteracbes na composicdo dos lipidos e nos niveis dos
fosfatos dos acidos nucleicos sugerem que ocorreu um aumento dos fosfolipidos, através da sua
exposicao da membrana interior para a exterior, e também uma fragmentacdo do DNA, sendo ambos 0s
processos caracteristicos de morte celular por apoptose (Gasparri et al. 2003).
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Quando as células foram incubadas com a combinacéo da cisplatina e dos produtos da digestdo de
S. platensis é possivel observar alteracfes ao nivel do tamanho das cadeias dos acidos gordos, com
tendéncia a aumentar na presenca dos produtos da digestdo. Para além disso, observa-se 0 aumento na
razdo vs(C=0)/Amida Il, indicando a existéncia de mais lipidos na forma de fosfolipidos, sendo este
efeito resultante da interacdo entre 0os compostos, dado que o valor da razao é significativamente superior
a cisplatina e aos produtos testados em separado. Quanto aos &cidos nucleicos, observa-se uma
diminuicdo dos seus fosfatos associados, sendo este efeito resultante da acdo de ambos 0s compostos
testados. Esta diminui¢do dos niveis ds fosfatos, possivelmente devido a fragmentacdo de DNA,
juntamente com o aumento dos fosfolipidos sugerem a ocorréncia da apoptose (Gasparri et al. 2003).

11.52. MCF-7
Os espetros obtidos por FTIR para as células MCF-7 encontram-se nas Figura 111.27, 111.28 e 11129.
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Figura 111.27 — Espetro de FTIR obtido para as células MCF-7 tratadas com tamoxifeno e combinagdo deste com os
flavonoides na concentracdo de DMSO igual a 0,5 %. O espetro foi normalizado para a banda da amida I1.
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Figura 111.28 — Espetro de FTIR obtido para as células MCF-7 tratadas com tamoxifeno e combinacao deste com os produtos
da digestdo de S. platensis na concentragdo de DMSO igual a 0,25 %. O espetro foi normalizado para a banda da amida II.
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Na incubacdo das células MCF-7 com o tamoxifeno (Figura 111.30), observa-se 0 aumento da razéo
vas(CH2)/Amida 1l relativamente ao controlo, indicando uma alteracdo ao nivel dos lipidos devido ao
aumento das ligacdes CH.. O aumento das razdes vas(CHz)/ vas(CHs) e vas(CH3)/Amida I1, relativamente
ao controlo, sugere que a alteracdo nos lipidos ocorreu devido ao aumento das cadeias acilo e da
guantidade de lipidos, respetivamente. Para além disso, também é possivel observar o aumento do
numero de carbonilos no sistema, indicado pela razdo vs(C=0)/Amida Il, sugerindo a existéncia de mais
lipidos na forma de fosfolipidos. O estudo efetuado por Luxo et al. (2001) refere que devido ao seu
cardcter lipofilico, o tamoxifeno é fortemente incorporado nas membranas, exercendo um alteragdo ao
nivel da estrutura membranar. Deste modo, as alteracdes ao nivel de lipidos podem dever-se a acdo
direta do tamoxifeno sobre as membranas. Na presenca do tamoxifeno também observa-se o aumento
dos niveis dos fosfatos associados aos acidos nucleicos. Isto indica a existéncia de uma maior quantidade
de material genético, sugerindo que ocorreu um aumento na sintese do DNA ou na sintese do RNA
durante a expressdo dos genes em resposta ao tratamento com tamoxifeno. O estudo realizado por Zhang
et al. (1999) refere que o tamoxifeno exerce uma agdo citotoxica nas células MCF-7 com ativacdo da
via intrinseca da apoptose. Isto indica que o tamoxifeno tem a capacidade de induzir a fragmentacéo do
DNA, que por sua vez deveria levar a diminuigéo dos seus fosfatos associados. Se considerarmos o valor
obtido para a razdo vs(PO2)/Amida Il sem significado, o aumento significativo no tamanho das cadeias
e na guantidade de lipidos, também como a existéncia de mais fosfolipidos, pode ser indicativo da
proliferagdo das membranas para formacao de corpos apoptéticos durante a morte celular por apoptose
(Bailey et al. 2009).

Na incubacdo das células MCF-7 com a quercetina, na concentracdo de DMSO igual a 0,5 %,
observa-se 0 aumento do nimero de ligacBes CH, relativamente ao controlo, traduzindo-se no aumento
das cadeias dos acidos gordos, sem haver alteracdo ao nivel da sua quantidade. O aumento da razdo
vs(C=0)/Amida Il indica o aumento do nivel dos carbonilos no sistema, sugerindo a existéncia de mais
lipidos na forma de fosfolipidos. De acordo com os estudos efetuados por Saija et al. (1995) e
Pawlikowska-Pawlega et al. (2007) em modelos membranares, a quercetina demonstrou ter a
capacidade de interatuar e atravessar a membrana lipidica, causando varia¢fes na sua estrutura e fluidez.
Deste modo, as alteragGes observadas ao nivel dos lipidos podem dever-se a a¢éo direta da quercetina
sobre a membrana das células. Na presenca de quercetina, os niveis dos fosfatos associados aos acidos
nucleicos sao comparaveis ao controlo, sugerindo que a quercetina ndo tem efeito sobre a estrutura dos
acidos nucleicos. Os estudos efetuados por Choi et al. (2001) e Chou et al. (2010b) indicam a quercetina
ter um efeito citotdxico nas células MCF-7, devido a interrupcéo do ciclo celular e inducdo da apoptose.
No entanto, é de notar que as concentra¢des da quercetina usadas nestes ensaios correspondem a valores
sub-toxicos, pelo que a sua atividade citotoxica é pouco pronunciada.
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Figura I11. 30 — Histograma das razdes na altura dos picos de cada banda, obtidos a partir dos espetros de FTIR, para as células
MCEF-7 tratadas com o tamoxifeno e com os flavonoides, durante 24 horas. O controlo foi normalizado a 1, sendo as restantes
amostras normalizadas ao controlo. As mesmas letras indicam valores que ndo podem ser considerados diferentes (p-value
> 0,05) Concentragdes usadas (DMSO 0,5 %): tamoxifeno (20,56 uM), quercetina (80 uM), tamoxifeno (22,22 uM) +
quercetina (80 uM), rutina (100 uM), tamoxifeno (17,15 uM) + rutina (100 uM).

Na incubacéo das células MCF-7 com a combinagdo do tamoxifeno e da quercetina, observa-se o
aumento do nimero de ligacbes CH- dos lipidos, indicado pela diferenca na razao vas(CH2)/Amida Il
relativamente ao controlo. Este efeito € significativamente inferior ao tamoxifeno sozinho e superior a
quercetina sozinha, sugerindo que o numero de ligagdes CH, tende a aumentar na presenca do farmaco.
A diferenga na razdo vas(CH2)/ vas(CHs) indica haver um aumento no tamanho das cadeias dos acidos
gordos, sendo esta alteracdo comparavel ao tamoxifeno sozinho. Para além da alteragdo observada ao
nivel do tamanho das cadeias, observa-se 0 aumento da quantidade de lipidos, sendo esta alteracdo
comparavel a quercetina sozinha. Também é possivel observar um aumento do nimero de carbonilos
no sistema, indicando um aumento ao nivel de fosfolipidos, pelo que este efeito parece ter a tendéncia a
aumentar com o tamoxifeno. A diferenca na razédo vs(PO;)/Amida Il, relativamente ao controlo, indica
0 aumento dos niveis dos fosfatos associados aos acidos nucleicos. Dado que a diferenca na razéo
vs(PO2)/Amida Il é significativamente superior aos compostos testados em separado, sugere-se que 0
efeito resultante deve-se a interacdo entre os compostos. O aumento dos niveis dos fosfatos indicam a
existéncia de mais DNA ou RNA, possivelmente devido ao aumento da sintese do DNA durante a
proliferacdo celular ou aumento da sintese do RNA durante a expressao dos genes induzidos pela
presenca dos compostos.
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Nas células MCF-7 incubadas com rutina, na concentragcdo de DMSO igual a 0,5 % observa-se uma
diminuicdo do tamanho das cadeias dos acidos gordos, caracterizado pelo aumento de
vas(CH3z)/Amida 1l e diminuigdo de vas(CH.)/ vas(CHs). Para além disso observa-se uma diminuicéo na
guantidade de carbonilos, existindo menos lipidos na forma de fosfolipidos. Estas alteracdes ao nivel
dos lipidos podem dever-se aos processos bioguimicos que normalmente ocorrem nos lipidos, como a
formac&o de vesiculas no processo de reciclagem de residuos celulares. O aumento dos fosfatos dos
acidos nucleicos é indicativo de gue existe mais DNA ou RNA, sugerindo que possivelmente ocorreu
um aumento na sintese do DNA durante a proliferacéo celular ou do RNA devido a expressao dos genes
induzidos pela rutina. Este resultado apoia os dados obtidos nos ensaios de citotoxicidade pelo que a
rutina parece nao ter efeito toxico sobre as células MCF-7.

Na incubacdo das células MCF-7 com a combinacéo do tamoxifeno e da rutina, observa-se 0 aumento
do numero de ligacdes CH, dos lipidos, com tendéncia a aumentar na presenca do farmaco. Esta
alteracdo deve-se ao aumento do tamanho das cadeias dos &cidos gordos, que parece ter a tendéncia a
aumentar com o tamoxifeno e também ao aumento na sua quantidade, sendo este ultima alteragdo
comparavel a apresenta pela rutina sozinha. Também observa-se um aumento na quantidade de
carbonilos no sistema, significando a existéncia de mais lipidos na forma de fosfolipidos, com tendéncia
a aumentar na presenca do tamoxifeno. A diferenca na razdo vs(PO)/Amida Il relativamente ao
controlo, indica haver uma diminuigdo dos niveis dos fosfatos associados aos &cidos nucleicos. Deste
modo, a diminui¢do dos fosfatos, devido a fragmentagcdo do DNA e o0 aumento de fosfolipidos pode ser
indicativo de ocorréncia de apoptose (Nagata et al. 2003).

A incubagdo das células com tamoxifeno cuja concentracdo final de DMSO é igual a 0,25 %
(Figura 111.31) demonstra os mesmos efeitos quando incubadas com o farmaco na presenga de 0,5 %
de DMSO.

Quando as células foram incubadas com os produtos da digestdo de S. platensis, observa-se uma
alteracdo ao nivel dos lipidos nomeadamente a diminui¢do na sua quantidade e também no aumento das
cadeias acilo, existindo mais lipidos na forma de fosfolipidos. Para além disso, também observa-se uma
diminuicdo na quantidade dos fosfatos associados aos acidos nucleicos. Estas observacdes sugerem, que
a diminuicdo dos fosfatos deve-se a fragmentagdo do DNA, que juntamente com as altera¢Ges nos lipidos
caracterizam a morte celular por apoptose. Este resultado é consistente com os estudos de citotoxicidade,
observando-se para a mesma concentra¢do de produtos uma viabilidade celular igual a 88 %. Quando
as células foram incubadas com a combinagdo do tamoxifeno e dos produtos da digestdo de S. platensis,
observa-se 0 aumento das ligacbes CH. dos lipidos, com tendéncia a aumentar na presenca do
tamoxifeno. Este aumento deu-se devido ao aumento das cadeias dos &cidos gordos e & diminuicéo da
quantidade de lipidos, sendo que estas alteragdes tém a tendéncia a aumentar com o tamoxifeno.
Também observa-se um aumento da quantidade de carbonilos pelo que o aumento na quantidade é
traduzido na formacéo de mais fosfolipidos, sendo este efeito causado pelos produtos resultantes da
digestdo. Quanto aos fosfatos existe uma maior nivel dos fosfatos associados aos &cidos nucleicos,
provavelmente, devido ao aumento da sintese de DNA, durante a proliferacdo celular ou da sintese do
RNA, durante a expressao dos genes induzidos pela acdo dos produtos nas células MCF-7.
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Figura I11. 31 — Histograma das razdes nas alturas dos picos de cada banda, obtidos a partir dos espetros de FTIR,
para as células MCF-7 tratadas com o tamoxifeno e com os produtos da digestdo de S. platensis, durante 24 horas.
O controlo foi normalizado a 1, sendo as restantes amostras normalizadas ao controlo. As mesmas letras indicam
valores que ndo podem ser considerados diferentes (p-value > 0,05). Concentracdes usadas (DMSO 0,25 %):
tamoxifeno (20,56 uM), produtos da digestdo de S. platensis (1 mg/mL), tamoxifeno (23,09 uM) + produtos da
digestdo de S. platensis (1 mg/mL).
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No caso de cisplatina (Figura 111.32) observa-se uma diferenca na razdo vas(CH2)/Amida 1l
relativamente ao controlo, indicando uma diminuicdo ao nivel de ligagdes CH, dos lipidos. Esta
alteracdo deve-se ao aumento das cadeias dos &cidos gordos e também a diminui¢do na sua quantidade.
Para além disso, observa-se uma diminui¢cdo do namero de carbonilos no sistema, significando a
existéncia de menos lipidos na forma de fosfolipidos. A diferenga na razdo vs(PO.")/Amida Il indica uma
diminuicdo dos niveis dos associados aos acidos nucleicos. De acordo com Yde and Issinger (2006), a
cisplatina tem a capacidade de formar adutos com a estrutura de DNA, levando a sua destruicéo e,
consequentemente, a ativacdo das vias apoptéticos. Deste modo, 0s resultados obtidos sugerem que a
diminuicdo dos niveis dos fosfatos associados aos acidos nucleicos deve-se a sua fragmentacéo, com o
rearranjo na composicao dos lipidos membranares para formagéo de corpos apoptdticos (ElImore 2007).
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Figura 111.32 — Histograma das raz8es na altura dos picos de cada banda, obtidos a partir dos espetros de espetroscopia de
FTIR, paraas células MCF-7, tratadas com a cisplatina e com os produtos naturais, durante 24 horas. O controlo foi normalizado
a 1, sendo as restantes amostras normalizadas ao controlo. As mesmas letras indicam valores que ndo podem ser considerados
diferentes (p-value > 0,05). Concentracdes usadas (DMSO 0 %): cisplatina (7,76 uM), quercetina (80 uM), cisplatina
(8,30 uM) + quercetina (80 uM), rutina (100 uM), cisplatina (9,00 uM) + rutina (100 uM), produtos da digestdo de S. platensis
(1 mg/mL), cisplatina (8,29 uM) + produtos da digestdo de S. platensis (1 mg/mL).

Quando as células foram tratadas com a combinacdo da cisplatina e da quercetina observa-se o
aumento das cadeias dos acidos gordos, sem haver alteracdo na sua quantidade. Este alongamento das
cadeias parece dever-se a cisplatina, dado que o efeito produzido é semelhante ao causado pela cisplatina
sozinha. Também observa-se uma diminui¢do da quantidade dos fosfatos associados aos &cidos
nucleicos, indicando fragmentacdo do DNA durante a apoptose, com tendéncia de diminuir na presenca

da cisplatina.
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A incubacdo das células com a rutina na concentracdo de DMSO igual a 0 % observa-se uma
diminuicdo do tamanho das cadeias dos acidos gordos, existindo, para além disso, mais lipidos na forma
de fosfolipidos. Também observa-se uma alteracdo ao nivel dos &cidos nucleicos com a diminuicao dos
seus fosfatos associados, sugerindo a possivel fragmentacdo do DNA que juntamente com o0 aumento
de fosfolipidos, caracterizam o processo de apoptose. Estes resultados sdo diferentes dos obtidos para a
rutina na concentracdo de DMSO igual a 0,5 %, sugerindo que o solvente tem um papel interferente na
acao da rutina.

Quando as células foram incubadas com a cisplatina e a rutina observa-se um aumento das cadeia dos
acidos gordos e este efeito parece ter tendéncia a aumentar com o farmaco. Observa-se também uma
diminuicéo do nivel dos carbonilos relativamente ao conteddo proteico, sugerindo a existéncia de menos
lipidos na forma de fosfolipidos, com tendéncia a diminuir na presencga do tamoxifeno. Para além disso,
observa-se uma diminuicdo dos niveis dos fosfatos associados aos acidos nucleicos, sugerindo a
ocorréncia de fragmentagdo que juntamente com as alteracGes observadas na composicao dos lipidos
caracterizam a morte celular por apoptose (Nagata et al. 2003).

Quando as células foram incubadas com os produtos da digestdo de S. platensis observa-se a
diminuicdo do nimero de ligacbes CH. dos lipidos. Esta alteracdo deu-se devido a diminui¢do do
tamanho das cadeias dos acidos gordos. Para além disso, também observa-se a existéncia de mais lipidos
na forma de fosfolipidos. Quanto ao nivel dos &cidos nucleicos ndo se observa qualquer efeito ao nivel
dos seus fosfatos associados. As alteracGes observadas nos lipidos podem dever-se a formacdo de
vesiculas que ocorre durante o processo de reciclagem de residuos celulares.

Na incubacédo das células com a combinagdo da cisplatina e dos produtos da digestdo de S. platensis
observa-se um aumento de ligacGes CH, dos lipidos, que parece resultar do efeito da interacdo entre os
compostos. Esta alteracdo deu-se devido ao aumento do tamanho das cadeias dos acidos gordos, com
tendéncia a aumentar na presenca da cisplatina e ao aumento na sua quantidade, que parece resultar do
efeito da interacdo entre os compostos. Para além disso, observa-se um aumento dos carbonilos
relativamente ao contetdo proteico indicando a existéncia de mais lipidos na forma de fosfolipidos,
sendo o efeito semelhante ao causado pelos produtos da digestdo sozinhos. Também é possivel observa
uma diminuicdo dos niveis dos fosfatos associados com tendéncia a diminuir na presenca da cisplatina.
Deste modo, a diminuicdo dos fosfatos, provavelmente, devido a fragmentacdo do DNA e o rearranjo
na composig¢do dos lipidos sugerem a ocorréncia de morte celular por apoptose (Elmore 2007).

Conclui-se com os estudos de espetroscopia de FTIR que a presenca dos produtos naturais altera o
efeito que os farmacos tém sobre o metabolismo celular, introduzindo alteragdes especialmente ao nivel
do rearranjo dos lipidos constituintes da membrana e ao nivel dos fosfatos associados aos acidos
nucleicos. Estas alteracfes poderdo estar associadas ao processo de morte celular por apoptose.
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V. Conclusdes e trabalho futuro



Os compostos naturais testados demonstraram alterar o efeito dos farmacos usados na quimioterapia
de cancro:

e A quercetina demonstrou aumentar o efeito citotoxico do tamoxifeno e diminuir o efeito da
cisplatina nas células HelLa, pelo que este flavonoide sugere interagir com as vias apoptoéticas
induzidas pelos farmacos. Nas células MCF-7, a quercetina demonstrou apenas interferir no
mecanismo de acdo da cisplatina, diminuindo o seu efeito toxico.

e A rutina demonstrou diminuir a atividade citotoxica de tamoxifeno nas células HeLa e da
cisplatina nas células MCF-7, possivelmente devido ao seu papel antioxidante.

e Os péptidos resultantes da digestdo de S. platensis demonstraram ter um papel na diminuicao
do efeito citotdxico da cisplatina nas células HeLa e da cisplatina e tamoxifeno nas células
MCF-7.

A modulacdo da citotoxicidade do tamoxifeno pelos produtos naturais podera ser devida alteracdo da
metabolizagdo deste pré-farmaco. A metaboliza¢do do tamoxifeno demonstrou ser muito dificil de ser
analisada por técnicas como HPLC-DAD e FTIR guando presente em amostras biolégicas. Mais estudos
necessitam ser realizados para desenvolver uma metodologia que permita analisar o tamoxifeno e seus
metabolitos em amostras bioldgicas, onde estes se parecem associar fortemente a proteinas.

Para uma melhor compreensdo do efeito da interacdo dos farmacos com os produtos naturais em
trabalho futuro seria interessante efetuar estudos em células ndo tumorais, que permitirdo observar o
efeito dos produtos sobre os danos causados pelos farmacos em células normais, o que podera justificar
0 teste de novas combinagdes de farmacos com produtos naturais in vivo.
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Anexos
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Anexo 1 — Cromatograma obtido por HPLC-DAD para o tamoxifeno na concentragdo de 500 nM. As setas indicam os
picos correspondentes ao tamoxifeno.
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Anexo 2 — Reta de calibragdo obtida para diferentes concentragdes da BSA
pelo método de Bradford.
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