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Resumo

RODRIGUES, K. T. Avaliacdo dos efeitos da associacdo entre sulforafano e
vitamina D sobre a citotoxicidade, genotoxicidade, migracao celular e
modulacdo da expressdo génica em células humanas tumorais de préstata
(DU145 e PC-3). 2022. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de
Ribeiréo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Atualmente, o cancer de préstata € o segundo mais incidente em homens no Brasil.
Apesar das terapias disponiveis, ndo existe um tratamento que seja eficiente para os
casos de cancer em estagio avancado ou metastatico. Sulforafano e vitamina D
separados tém apresentado atividade anticancer promissora em estudos in vitro e in
Vivo, no entanto, quando utilizados em testes clinicos seus efeitos tém sido limitados
devido a baixa biodisponibilidade. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos da associacdo de sulforafano e vitamina D sobre a viabilidade celular,
citotoxicidade, inducéo de apoptose e danos no DNA, estresse oxidativo e autofagia,
atividade clonogénica e migratoria, modulacdo do ciclo celular, expressdo de genes e
proteinas em células humanas tumorais de préstata obtidas de metéstases (DU145 e
PC-3), a fim de verificar um possivel efeito sinérgico entre eles. Em células DU145 apés
72 horas de tratamento, vitamina D diminuiu a viabilidade celular em ensaio de
vermelho neutro e sulforafano diminuiu a viabilidade celular em ensaio de MTT e
vermelho neutro. Em células PC-3, vitamina D e sulforafano diminuiram a viabilidade
celular em ensaio de MTT e vermelho neutro. O tratamento associado (sulforafano +
vitamina D) diminuiu a viabilidade celular guando comparado aos tratamentos isolados
apo6s 24 horas, mas nao houve alteracdo ap6s 72 horas. Sulforafano induziu
citotoxicidade e sua associacdo com vitamina D potencializou o efeito citotéxico do
sulforafano em ambas as linhagens. Sulforafano induziu morte por apoptose e parada
do ciclo celular em DU145 (fase S e G2) e PC-3 (fase G2). Vitamina D e sulforafano
inibiram a atividade clonogénica em PC-3, mas somente sulforafano diminuiu a
capacidade de formar colénias em células DU145. Apés o tratamento associado, ndo
foi observada qualquer diferenca na inducéo de apoptose, modulagéo do ciclo celular
ou capacidade clonogénica quando comparadas aos tratamentos isolados. Nao houve
alteracdo na migracao celular em nenhuma das concentracdes testadas, tanto em
tratamento isolado como associado nas duas linhagens. Apd6s o tratamento isolado,
vitamina D e sulforafano ndo induziram formacéo de espécies reativas e danos no
DNA. Entretanto, o tratamento associado foi genotéxico em DU145 e induziu estresse
oxidativo em DU145 (3 e 24 horas) e PC-3 (3 horas). Sulforafano aumentou a
autofagia e a associacdo do sulforafano com a vitamina D potencializou seu efeito
autofagico em ambas as linhagens. Apdés o tratamento associado em células DU145,
a expressao dos genes MAPK1, CCNB1, CDK1 e CTNNB1 aumentou. As proteinas
BAX, CASP8, CASP3, NRF2 e JNK foram mais expressas, e BCL2 menos expressa
em relacdo ao controle. Em células PC-3 foi observado aumento da expressao dos
genes MAPK1 e CCNBL1 e das proteinas BAX e NRF2, e diminuigdo da expresséo do
gene TNF e das proteinas BCL2, CASP8 e JNK. Apoés a predigéo das interacdes entre
alvos, sulforafano e vitamina D, foi apresentada a via MAPK como possivel via de
sinalizacdo responsavel pelos efeitos encontrados com o tratamento associado. Esses
resultados demonstram que a associacao de sulforafano e vitamina D tem potencial
para uso na terapia do cancer de préstata.

Palavras-chave: Calcitriol. Nutrigenémica. Potencializagdo. Quimioprevencao.



Abstract

RODRIGUES, K. T. Evaluation of the effects of the association between
sulforaphane and vitamin D on cytotoxicity, genotoxicity, cell migration and
modulation of gene expression in human prostate tumor cells (DU145 e PC-3).
2022. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Currently, prostate cancer is the second most incident in men in Brazil. Despite the
available therapies, there is no treatment that is efficient for cases of advanced or
metastatic cancer. Separated sulforaphane and vitamin D have shown promising
anticancer activity in in vitro and in vivo studies, however, when used in clinical trials,
their effects have been limited due to low bioavailability. Thus, the objective of this work
was to evaluate the effects of the association of sulforaphane and vitamin D on cell
viability, cytotoxicity, induction of apoptosis and DNA damage, oxidative stress and
autophagy, clonogenic and migratory activity, cell cycle modulation, expression of
genes and proteins in human prostate tumor cells obtained from metastases (DU145
and PC-3), in order to verify a possible synergistic effect between them. In DU145 cells
after 72 hours of treatment, vitamin D decreased cell viability in neutral red assay and
sulforaphane decreased cell viability in MTT and neutral red assay. In PC-3 cells,
vitamin D and sulforaphane decreased cell viability in MTT and neutral red assay. The
associated treatment (sulforaphane + vitamin D) decreased cell viability when
compared to isolated treatments after 24 hours, but there was no change after 72
hours. Sulforaphane induced cytotoxicity and its association with vitamin D potentiated
the cytotoxic effect of sulforaphane on both cell lines. Sulforaphane induced cell death
by apoptosis and cell cycle arrest in DU145 (S and G2 phase) and PC-3 (G2 phase).
Vitamin D and sulforaphane inhibited clonogenic activity in PC-3, but only sulforaphane
decreased the ability to form colonies in DU145 cells. After the associated treatment,
no difference was observed in the induction of apoptosis, cell cycle modulation or
clonogenic capacity when compared to the isolated treatments. There was no change
in cell migration at any of the concentrations tested, either in isolated or associated
treatment in the two cell lines. Vitamin D and sulforaphane did not induce formation of
reactive species and DNA damage. However, the associated treatment was genotoxic
in DU145 and induced oxidative stress in DU145 (3 and 24 hours) and PC-3 (3 hours).
Sulforaphane increased the autophagy and its association with vitamin D potentiated
this effect in both cell lines. After the associated treatment in DU145 cells, the
expression of MAPK1, CCNB1, CDK1l and CTNNB1 genes was increased. The
proteins BAX, CASP8, CASP3, NRF2 and JNK were more expressed, and BCL2 less
expressed in relation to the control. In PC-3 cells, there was an increase in the
expression of the MAPK1 and CCNB1 genes and of the BAX and NRF2 proteins, and
a decrease in the expression of the TNF gene and of the BCL2, CASP8 and JNK
proteins. After predicting the interactions between targets, sulforaphane and vitamin
D, the MAPK pathway was presented as a possible signaling pathway responsible for
the effects found with the associated treatment. These results demonstrate that the
association of sulforaphane and vitamin D has potential for use in prostate cancer
therapy.

Keywords: Calcitriol. Nutrigenomics. Potentiation. Chemoprevention.
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1. Introducéo
1.1. Cancer de préstata

O céancer de prostata € o segundo com maior incidéncia entre os homens,
ficando atrds apenas dos casos de cancer de pele ndo melanoma. Possui estimativa
para cada ano do triénio 2020-2022 de 65.840 novos casos, representando 29,2% de
todos os casos de cancer no Brasil (INCA, 2019). A taxa deste cancer € ainda maior
nos paises desenvolvidos em comparacao aos paises em desenvolvimento, devido a
ampla implementacao do teste do PSA (antigeno prostatico especifico), permitindo a
deteccao precoce da doenca nesses paises (SUNG et al., 2021). Nos Estados Unidos
foram estimados 268.490 casos novos, que poderao resultar em mais de 34 mil mortes
no pais (SIEGEL et al., 2022). Em todo o mundo foram estimados 1.414.259 novos
casos de cancer de prostata e 375.304 mortes decorrentes da doenca em 2020
(SUNG et al., 2021). Outro dado preocupante é o aumento da incidéncia de cancer de
préstata em pacientes entre as idades de 15 e 40 anos, com crescimento constante
de 2% ao ano desde 1990 (BLEYER; SPREAFICO; BARR, 2020).

Os cuidados com os pacientes com cancer de prostata sdo um grande desafio
global de assisténcia a saude, agravado pelo envelhecimento da populacéo e pelo
aumento da frequéncia do diagndstico. As prioridades consideradas durante a terapia
sdo: minimizar o excesso de tratamento, ou seja, 0 tratamento desnecessario em
pacientes com a doencga, mas com auséncia de dor, e melhorar os resultados para
pacientes com doenca agressiva (SARTOR; DE BONO, 2018).

Em pacientes com cancer localizado na préstata e em tecidos adjacentes, a
cirurgia ou a radioterapia podem ser utilizadas de forma eficaz na maioria dos casos,
entretanto, em casos de cancer em estagio avancado ou metastatico, a terapia padrao
tem sido a privacdo de androgenos. Infelizmente, esta opcéo perde a eficacia ao longo
do tempo, levando a resisténcia das células tumorais a esta terapia e gerando
proliferacdo celular mesmo com a falta de androgenos, progredindo em céncer de
prostata resistente a castracdo (CRPC) (KALLIFATIDIS; HOY; LOKESHWAR, 2016).

Os taxanos como docetaxel e cabazitaxel, sdo 0s quimioterapicos mais
utilizados atualmente para o tratamento do CRPC. No entanto, quase todos 0s
pacientes com CRPC eventualmente desenvolvem resisténcia aos taxanos, e as
opcOes terapéuticas para esses pacientes continuam limitadas (PORRAS; FONT,;
AYTES, 2021). Apesar do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, a

sobrevivéncia de pacientes submetidos a estes tratamentos s6 tem sido estendida por
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4 a 6 meses em relacdo aos pacientes tratados com placebo (KALLIFATIDIS; HOY;
LOKESHWAR, 2016).

As principais desvantagens da quimioterapia s&o a recorréncia do cancer,
resisténcia aos medicamentos e efeitos tdxicos em tecidos ndo direcionados que
podem restringir o0 uso de medicamentos anticancer e, assim, prejudicar a qualidade
de vida do paciente. Para superar os problemas da terapia atual, tem se buscado por
novos agentes anticancer promissores com melhor eficacia e menos efeitos adversos
(CHOUDHARI et al., 2020).

A quimioprevencdo do cancer pode ser descrita como uso de compostos
sintéticos e naturais para retardar ou suprimir a progressao do cancer (GEORGE;
CHANDRAN; ABRAHAMSE, 2021). Esses compostos tém sido investigados quanto
ao seu potencial contra o cancer de prostata. Embora alguns quimiopreventivos
naturais possam apresentar efeitos toxicos, muitos tém baixa toxicidade e alta
tolerabilidade. Com isso, uma das estratégias para a quimioprevencdo do cancer tem
sido a utilizacdo de substancias de ocorréncia natural que possuem atividades
anticancer e estdo presentes em vegetais, frutas, ervas, produtos fermentados ou
outra fonte alimentar. Estudos pré-clinicos sugerem que muitos produtos naturais e
agentes dietéticos previnem ou retardam o desenvolvimento, progressdo e/ou
recorréncia do cancer (CHHABRA et al., 2018).

O céancer de préstata constitui um candidato ideal para intervencdes
quimiopreventivas, devido a sua alta incidéncia, variabilidade clinica, heterogeneidade
molecular, periodo de laténcia longo, lesdes pré-malignas identificaveis, ferramentas
de detecc¢édo precoce e disponibilidade de um biomarcador, o PSA (antigeno prostatico
especifico) (MOKBEL; WAZIR; MOKBEL, 2019).

1.2. Substancias bioativas da dieta no tratamento do cancer
Estudos epidemioldgicos tém demonstrado o impacto do hébito alimentar na
promoc¢do da saude e nas doengas (CALVANI; PASHA; FAVRE, 2020). Nesse
sentido, a quimioprevencao do cancer utilizando nutracéuticos como uma opc¢ao viavel
e ndo toxica vem sendo amplamente estudada (REED; RAINA; AGARWAL, 2018). Os
nutracéuticos sdo constituintes ou derivados de alimentos, como vitaminas,

aminoacidos e minerais que conferem beneficios a saude além do seu valor

nutricional. Podem ser divididos em nutrientes (carboidratos, proteinas, gorduras) e
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nao nutrientes (prebidticos, probioticos, fitoquimicos, reguladores enzimaticos)
(CALVANI; PASHA; FAVRE, 2020).

Apesar do crescente interesse publico nos nutracéuticos, a falta de uma
definicdo universalmente aceita e de estruturas regulatorias tem sido um desafio
nessa area. A regulamentacdo dos nutracéuticos € muito variada pelo mundo e em
alguns paises eles ndo sdo regulamentados. Isso se deve em grande parte as
diferencas na legislacdo de vendas, marketing, seguranca e eficacia desses produtos
em diferentes regifes do mundo, além da influéncia cultural no seu uso (CHOPRA et
al., 2022).

No Brasil, a ANVISA néo reconhece o termo nutracéutico, mas regulamenta as
substancias bioativas como nutrientes ou nao nutrientes consumidos normalmente
como componentes de um alimento, e que possuem ag¢do metabdlica ou fisiol6gica
especifica no organismo humano. Os nutracéuticos sao classificados pela ANVISA
como suplementos alimentares para pessoas saudaveis (ANVISA, 2018).

Ainda que néo regulamentados, muitos estudos tém demonstrado a eficicia
clinica e o potencial terapéutico dos nutracéuticos como agentes anticancer. Em
estudo epidemiolégico com 100 pacientes, a concentragdo média de genisteina
plasmatica dos pacientes sem a doenca foi significativamente maior do que em
pacientes com cancer de prdstata, sugerindo uma correlacéo entre as concentracées
plasméticas de genisteina e o risco de cancer (WU et al., 2015). Em um ensaio clinico
duplo-cego, randomizado e controlado por placebo utilizando suplementagao
alimentar contendo, cha verde, roma, brécolis e circuma em pacientes com cancer
de préstata, o0 aumento médio no PSA do grupo com suplemento foi de 14,7%,
enquanto as concentracdes do grupo placebo subiram 78,5% (THOMAS et al., 2014).
Em pacientes com cancer de préstata ndo-metastatico, foi observada diminuicao das
concentracdes de PSA apos intervencgdes nutricionais de trés semanas com licopeno
sozinho ou associado com selénio e 6mega-3 (PAUR et al., 2017).

As espécies reativas de oxigénio desempenham papéis importantes na
homeostase dos tecidos, desde a regulacdo da sinalizacdo e diferenciacdo até a
promocdo de danos celulares e morte. Por essa razdo, seus niveis sdo rigidamente
regulados pelas defesas antioxidantes celulares, prevenindo contra danos as células
(HARRIS; DENICOLA, 2020).

Muitas substancias naturais possuem capacidade antioxidante, no entanto,

algumas delas provocam um aumento na formacgao de radicais livres, resultando em
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morte de células tumorais. A genisteina, principal isoflavona encontrada na soja; o
fenetil isotiocianato (PEITC) derivado de glucosinolatos presentes em vegetais da
familia Cruciferae, incluindo brécolis; o resveratrol extraido das uvas; a
epigalocatequina-3-galato (EGCG) produzida a partir do cha verde; e a curcumina,
derivada da Curcuma longa, séo alguns exemplos dessas substancias (CHIKARA et
al., 2018).

Os compostos naturais ainda podem apresentar efeitos anticancer por meio da
regulacdo de muitas vias de sinalizacao celular importantes, incluindo Akt, NF-kB e de
receptores de andrdgenos (AR), que sao criticas para o desenvolvimento e
progressao do cancer de préstata. Portanto, as substancias ativas da dieta com estas
caracteristicas poderiam ser utilizadas como agentes quimiopreventivos para a
prevencao e tratamento do cancer (LI et al., 2014).

O processo da carcinogénese € mediado pelo acumulo de alteracdes genéticas
e epigenéticas. Este processo pode estar relacionado com alteracdes na transcricao,
modificacdo da cromatina, expresséo de oncogenes, erros no reparo do DNA e falhas
na divisdo celular (MATEO et al., 2017). AlteracBes epigenéticas sdo comuns no
cancer de proéstata e, juntamente com as alteracdes genéticas, elas possuem um
papel critico na iniciacdo e progressdo da doenca. A epigenética consiste em
diferentes mecanismos moleculares que alteram a funcdo e regulacdo de genes
durante o desenvolvimento e diferenciacdo sem afetar a sequéncia de DNA. Existe
uma série de processos epigenéticos que podem atuar independentemente ou em
conjunto para modular a regulacéo de genes e formar o epigenoma, como a metilagéo
do DNA, modificacdes pos-traducionais de histonas, incorporacdo de variantes de
histonas e expressdo de RNAs ndo-codificantes (VALDES-MORA; CLARK, 2015).

As histonas comumente sofrem modificagcbes covalentes, como metilacao,
acetilacdo, ubiquitinacdo e sumoilacdo, que alteram a estrutura ou a funcdo da
cromatina. No entanto, a metilacdo e a acetilacdo de histonas sdo as modificagdes
mais estudadas. A acetilacdo (ou desacetilacéo) envolve a adicdo (ou remocao) de
um grupo acetil nos residuos de lisina de histonas, estando geralmente ligada a
ativacdo (ou inativacdo) de genes. Ja a adicdo (ou remocédo) de grupos metil a
aminoacidos de proteinas histonas resulta no silenciamento ou ativagdo transcricional,
dependendo da lisina a ser modificada, sendo conhecido este processo como
metilacdo (ou desmetilacdo) de histonas (KGATLE et al., 2016). Além disso, as

terapias futuras, principalmente para os tumores sdlidos mais comuns como os da
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préstata, poderdo ser estabelecidas a partir da associacao de diferentes agentes da
terapia epigenética. Entre as possiveis associacfes, as mais exploradas sdo as que
inibem simultaneamente a metilacdo do DNA e a desacetilacdo de histonas, propondo
a reativacdo de genes silenciados em células de cancer, como genes supressores
tumorais e de reparo de DNA (JONES; ISSA; BAYLIN, 2016).

Sendo assim, outra alternativa estudada para a terapia do cancer de prostata
tem sido a utilizacdo de inibidores epigenéticos que atingem DNA metiltransferases
(DNMT) e histonas desacetilases (HDAC), pois diversas mudancgas nos padrbes de
metilacdo do DNA podem ser detectadas em pacientes antes mesmo que a doenca
se torne invasiva. Desta forma, compostos da dieta como, vitamina E, vegetais
cruciferos, soja, peixes e vitamina D, possuem potencial anticancer, pois podem
induzir modificacées epigenéticas que modulam a expressio de genes (LABBE et al.,
2015), e atingir diferentes vias de sinalizacdo que estdo desreguladas neste tipo de
cancer (KALLIFATIDIS; HOY; LOKESHWAR, 2016), constituindo uma opc¢do como
terapia alternativa contra o cancer devido a sua seguranca e eficacia. E embora muitos
nutrientes tragam beneficios individualmente, existe a possibilidade de um efeito ainda
maior quando utilizados em conjunto (SINGH; SHUKLA, 2015).

1.3. Sulforafano
A familia Brassica de vegetais cruciferos constitui uma rica fonte de
glucosinolatos. A glucorafanina é o glucosinolato prevalente no brécolis e o precursor
do sulforafano. Quando as células do brécolis sdo danificadas por acdo mecanica
como a mastigacao, a glucorafanina é liberada e entra em contato com a mirosinase
(enzima glicosidase encontrada nesses vegetais), sendo convertida em sulforafano
por hidrdlise. A microbiota intestinal também desempenha um papel semelhante a

mirosinase, degradando a glucorafanina em sulforafano (Figura 1) (WEI et al., 2022).
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Figura 1. Esquema da conversao da glucorafanina em sulforafano por acao da
enzima mirosinase ou da microbiota intestinal.
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Fonte: Modificado de Wei et al. (2022).

O sulforafano tem se mostrado um potencial agente quimiopreventivo, e é
considerado uma substancia pleiotropica capaz de atuar sobre diversos marcadores
do cancer, como regulacéo do crescimento celular, morte por apoptose, angiogénese
e metastase. Embora ndo estejam completamente compreendidos, muitos de seus
mecanismos da atividade anticaAncer, apresentados nas etapas de iniciacao,
promocao e progressao do cancer, estdo relacionados com a resposta adaptativa ao
estresse, modulacdo de enzimas de fase | e Il, crescimento proativo, sobrevivéncia,
sinalizacdo pré-inflamatéria e modulacéo epigenética (ABBAOUI et al., 2018; RUSSO
et al., 2018).

Diversos estudos tém demonstrado que o sulforafano € um ativador significativo
do fator de transcricdo Nrf2 (fator nuclear eritréide tipo 2). O Nrf2 € o principal
regulador de cerca de 500 transcritos que controlam a homeostase celular mediante
efeitos distintos e interconectados (RUSSO et al., 2018). Em estudos pré-clinicos
sulforafano: i) promoveu o processo de detoxificacdo de carcindgenos transportados
pelo ar por ativagéo da via do Nrf2 e de enzimas de fase Il; ii) demonstrou efeitos anti-
inflamatorios contra a inflamacdo pulmonar aguda (ZHANG et al., 2018), iii)
apresentou inducdo de apoptose, inibicdo do crescimento e parada do ciclo celular em
linhagens celulares de cancer de bexiga (ABBAOUI et al., 2018), iv) protegeu células

HUVEC (célula endotelial da veia umbilical humana) de danos induzidos por
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angiotensina Il, diminuindo o estresse oxidativo e a lesdo mitocondrial (ZHANG; XU;
JIANG, 2020).

A modulacgdo epigenética causada pelo sulforafano parece estar relacionada
com a regulacdo da atividade de histonas desacetilases (HDAC) e DNA
metiltransferases (DNMT), produzindo efeitos citotoxicos especificos as células
tumorais (KAUFMAN-SZYMCZYK et al., 2015; WANG et al., 2013). O tratamento com
sulforafano foi capaz de reduzir a atividade de histonas desactilases em células de
cancer de prostata in vitro (CLARKE et al., 2011; HO; CLARKE; DASHWOOD, 2009;
MYZAK et al., 2006) e in vivo (MYZAK et al., 2007), com consequente aumento da
acetilacao global de histonas, parada do ciclo celular e apoptose. Em células tumorais
de prostata (TRAMP C1), sulforafano inibiu a expressdo de proteinas DNMT1 e
DNMT3, HDAC 1, 4, 5 e 7, aumentando os niveis de histonas-3 acetiladas (ZHANG et
al., 2013). Hsu et al. (2011) observaram o aumento da expressdo de ciclina D2,
responsavel por regular o ciclo celular, associado a diminuicdo da metilacdo de seu
promotor e diminuicdo de proteinas DNMTs em células tumorais de prostata, LNCaP.

No cancer de proOstata, os receptores de andrégenos (AR) possuem fung¢édo na
sintese de PSA, na regulacdo do metabolismo lipidico e na promocéao do crescimento
celular (FUJITA; NONOMURA, 2018). A histona desacetilase-6 (HDACG6) regula a
hipersensibilidade dos AR em células tumorais de prostata, e sua inibicdo
desestabiliza os AR (GIBBS et al., 2009). Em células tumorais de prostata (LNCaP e
PC-3), sulforafano diminuiu os niveis de HDACS6 resultando em inducdo de autofagia
e morte celular por apoptose (CLARKE et al., 2011).

Em uma das revisdes epidemioldgicas mais abrangentes, foram avaliadas as
evidéncias do efeito do consumo de vegetais cruciferos na incidéncia do cancer de
préstata, ndo encontrando resultados conclusivos (KRISTAL; LAMPE, 2002). Porém,
um risco menor de cancer de prostata foi observado com o aumento da ingestédo de
vegetais, como brdcolis, em uma coorte de homens previamente expostos ao amianto
na Australia Ocidental. O tratamento de 20 pacientes com cancer de prostata com
extratos ricos em sulforafano (200 pmol) por 20 semanas nao resultou em um declinio
significativo nos niveis de PSA. Em outro estudo, homens com recorréncia bioquimica
apos prostatectomia radical mostraram resultados promissores ap0s a ingestéo diaria
por 6 meses de sulforafano livre estabilizado (340 pmol) em um suplemento dietético
comercial (PALLIYAGURU et al., 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaufman-Szymczyk%20A%5BAuthor%5D
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Embora as propriedades quimiopreventivas do sulforafano tenham sido
amplamente investigadas e extensivamente relatadas, a dificuldade na administracéao
de uma dose que pode conferir significancia terapéutica limita seu potencial para uso
clinico. Além disso, o consumo estimado necesséario para observar os beneficios no
combate ao desenvolvimento e progressao do cancer tem se mostrado irreal em uma
dieta normal. Portanto, o uso de uma associacao de compostos anticancer que afetem
diferentes vias funcionais pode apresentar atividade aditiva ou sinérgica, aumentando
sua relevancia na quimioprevencédo do cancer (KAMAL et al., 2020; TORTORELLA et
al., 2015; WU et al., 2020).

1.4. Vitamina D

A vitamina D é geralmente encontrada em duas formas, vitamina D2 e vitamina
D3. A vitamina D2 (ergocalciferol) é obtida de plantas, cogumelos e leveduras,
enquanto a vitamina D3 (colecalciferol), € sintetizada na pele ap6s exposicdo a
radiacao ultravioleta B, esta disponivel em alimentos de origem animal e apresenta
maior eficacia para uso na suplementacdo (BALACHANDAR et al., 2021). A vitamina
D3 é convertida em 25-hidroxivitamina D3 pelo figado, para depois ser hidroxilada a
calcitriol (forma ativa) por enzimas citocromo P450 (CYP27B1), principalmente nos
rins (Figura 2). Os niveis de calcitriol sdo regulados adicionalmente pela enzima
CYP24A1, que inicia a inativacdo do calcitriol por intermédio da 24-hidroxilase

(FELDMAN et al., 2014; TRUMP; ARAGON-CHING, 2018).

Figura 2. Esquema representando a sintese de calcitriol a partir da vitamina D3.
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Fonte: Modificado de Feldman et al. (2014).
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A vitamina D tem funcéo na mineralizacao de 0ssos, uma vez que participa da
regulacdo da homeostase de célcio e fosfato. E ainda, parece regular multiplas vias
de sinalizagdo envolvidas na proliferagdo, apoptose, diferenciacao, inflamacao,
invasdo, angiogénese e metastase, possuindo potencial para afetar o crescimento e
desenvolvimento do cancer (FELDMAN et al., 2014).

Estudos prévios sugerem que o baixo nivel de vitamina D justifica as taxas
elevadas de alguns tipos de cancer em populagcdes que vivem em latitudes mais altas,
ademais, outros estudos demonstraram que a vitamina D possui muitas acdes
anticancer, incluindo anti-inflamacéo, anti-angiogénese e pré-apoptose (MONDUL et
al., 2017).

Dentre os mecanismos de acao ja descritos para a vitamina D estédo: parada do
ciclo celular com aumento do niumero de células em G0/G1 e modulacao de inibidores
de quinase dependente de ciclina (CDK), como p21 e p27; inducdo de apoptose com
clivagem de PARP (Poli (ADP-ribose) polimerase), ligacdo a anexina e aumento da
relagdo BAX/BCL-2; supressao de moléculas sinalizadoras pro-proliferativas, como P-
MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno fosforilada), ERK (quinase regulada por
sinal extracelular), AKT fosforilada (P-AKT), AKT e MAPK/ERK quinase (MEKK); e
modulacdo da expresséo de fatores de crescimento associados ao tumor (TRUMP;
ARAGON-CHING, 2018).

Os principais efeitos epigenéticos da vitamina D estdo ligados a modificacdo de
histonas, especialmente acetilacdo. Contudo, muitos estudos tém sugerido que a
vitamina D pode afetar a metilacdo do DNA. Em células tumorais de prostata (LNCaP),
o tratamento com vitamina D reduziu a expressdao e atividade de DNA
metiltransferases DNMT1 e DNMT3B, diminuindo a metilagdo do DNA (LAl et al.,
2020). A vitamina D pode inibir a expressao de diversas histonas desmetilases e
induzir a expressdo de outras. Em células tumorais de mama (MDA-MB-453), o
tratamento com vitamina D regulou a expresséo do gene p21, tanto por acetilagéo,
como por metilagéo de histonas (FETAHU; HOBAUS; KALLAY, 2014). Em linhagens
celulares de cancer de rim (786-O e ACHN), a vitamina D inibiu a proliferagéo, induziu
apoptose e senescéncia. Tais efeitos foram observados devido a ativacdo da histona
desmetilase JMJD3 pela vitamina D que aumentou a expressao de pl6INK4A
(supressor tumoral) e a senescéncia celular (SHEN et al., 2017).

A acdo primaria da vitamina D é a ativacdo ou supressao da expressdo de

genes por meio de sua ligagdo ao receptor de vitamina D (VDR). O VDR é encontrado
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principalmente no nucleo e a ligacdo a vitamina D promove sua associacao ao
receptor retindide X (RXR), o dimero VDR/RXR interage com histonas
acetiltransferases, induzindo ativacéo transcricional. A ativagdo do VDR pela vitamina
D leva a mudanca na expressao de mais de 1000 genes em varios tecidos humanos.
Além disso, altos niveis de expressao de VDR estdo associados com a reducéo do
risco de cancer de préstata (FLEET et al., 2012; ZMIJEWSKI; CARLBERG, 2020).

A expresséo de VDR foi relatada em trés linhagens celulares de carcinoma da
prostata humano, LNCaP, PC-3 e DU145, bem como na cultura primaria de células
estromais e epiteliais derivadas de tecidos normais e malignos da préstata. Muitos
estudos pré-clinicos tém demonstrado que a exposicdo as altas concentracdes de
vitamina D pode resultar na inibicdo do crescimento de células de cancer de prostata
in vitro e no retardo ou desaceleracdo do crescimento tumoral em modelos animais.
Esses estudos revelaram que a concentracao de calcitriol a 10 nM (4,2 ng/mL) esta
associada a atividade anticancer in vitro e in vivo (BEN-ELTRIKI; DEB; GUNS, 2016).

Apesar de alguns autores apontarem que existem poucas evidéncias sobre o
potencial beneficio da vitamina D na prevenc¢éo do cancer, incluindo mama e prostata,
com observacdo de aumento do risco para um limitado grupo de pacientes com cancer
de préstata submetidos a altas doses de vitamina D (entre 1.600 e 3.000 Ul diarias)
(ALBANES, 2015; GAO et al., 2018), outros trabalhos tém apresentado que a vitamina
D sérica é menor em pacientes com cancer de préstata, e que sua deficiéncia grave
esta associada a estagios mais avancados da doenca (MURPHY et al., 2014; XIE et
al., 2017).

Embora os resultados descritos na literatura sejam conflitantes, sabe-se que
agentes unicos geralmente tém efeito limitado na terapia clinica do cancer. Desta
forma, as terapias associadas a vitamina D estdo sendo exploradas para aumentar
sua eficacia antitumoral (TRUMP; ARAGON-CHING, 2018). A administracdo de
vitamina D juntamente com sulforafano diminuiu a incidéncia e o tamanho dos tumores
encontrados no intestino de camundongos, diminuindo a atividade de histona
desacetilase e aumentando a inducdo de autofagia (LI et al., 2019). Sulforafano e
vitamina D separados tém apresentado efeitos anticancer promissores, no entanto,
ambos o0s compostos demonstram baixa biodisponibilidade em ensaios clinicos,
destacando a necessidade de novas estratégias que permitam o aumento de seus
efeitos em doses clinicamente relevantes. Portanto, a hipotese do presente estudo &

que a associagdo da vitamina D ao sulforafano podera atuar de maneira sinérgica na
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inducdo da citotoxicidade e genotoxicidade, inibindo a migracao de células tumorais
de préstata, modulando a expressdo de genes e proteinas envolvidas nesses

processos.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da associacdo entre sulforafano e vitamina D sobre a
viabilidade celular, integridade do DNA, migracéo celular e modulacdo da expresséo
de genes e proteinas em linhagens de células humanas tumorais de prostata (DU145
e PC-3).

2.2. Objetivos especificos
Analisar os efeitos da associacdo entre sulforafano e vitamina D em células

humanas por meio dos seguintes parametros:

- viabilidade celular (MTT e vermelho neutro);

- analise de morte celular utilizando o kit LIVE/DEAD;

- mecanismo de morte celular (ensaio de apoptose por citometria de fluxo);

- proliferacéo celular (ensaio clonogénico);

- inducéo de autofagia (marcacéo com fluorocromos);

- modulacao do ciclo celular (citometria de fluxo);

- genotoxicidade (ensaio cometa);

- atividade oxidante (estresse oxidativo — marcador CM-H2DCFDA);

- migracéao celular (wound healing);

- modulagédo da expresséo de genes relacionados com a modificagdo da cromatina,
proliferacéo, morte, ciclo e migracao celular (RT-gPCR);

- modulacdo da expressao de proteinas relacionadas com a morte celular e resposta

ao estresse oxidativo (western blot).
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3. Material e Métodos

3.1. Agentes quimicos e reagentes

Sulforafano (CAS 4478-93-7), calcitriol (vitamina D na forma ativa, CAS 32222-
06-3), azul de tripan (CAS 72-57-1), dimetilsulféxido (DMSO, CAS 67-68-5), Triton X-
100 (CAS 9036-19-5), metanossulfonato de metila (MMS, CAS 66-27-3), peréxido de
hidrogénio (CAS 7722-84-1), vermelho neutro (CAS 553-24-2), metanol (CAS 67-56-
1) e etanol (CAS 64-17-5) foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazd6lio, CAS 298-93-1) foi
adquirido da Invitrogen (Waltham, MA, EUA). O meio de cultura RPMI 1640, DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), mix de antibioticos
(penicilina/estreptomicina/neomicina), soro bovino fetal e TrypLE™ Express foram
adquiridos da Gibco (Grand Island, NY, EUA). O corante Giemsa foi obtido da Merck
(Rockville, MD, EUA). O cloridrato de doxorrubicina 50 mg/10 mL foi obtido da
Eurofarma (Sao Paulo, SP, Brasil) e a cisplatina 10 mg/10 mL foi obtida da Libbs (Séo
Paulo, SP, Brasil).

3.2. Linhagens celulares e condi¢8es de cultivo

As linhagens utilizadas foram: PC-3 (adenocarcinoma de prostata metastatico
em 0sso — CRL-1435, p53 null) e DU145 (células de adenocarcinoma de préstata
metastatico em cérebro — HTB-81, p53 mutante) provenientes da American Type
Culture Collection, ATCC. HaCaT (queratindcitos de pele normal transformados
espontaneamente — BCRJ-0341) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro.
Para a linhagem PC-3 foi empregado meio RPMI 1640, e para DU145 e HaCaT foi
utilizado meio DMEM. Os meios de cultura foram suplementados com 10% de soro
bovino fetal e 1% de mix de antibiodticos. As culturas foram mantidas a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade relativa. Em todos 0s ensaios
foram incluidos os grupos controle negativo (PBS — tampéao fosfato salino), solvente
do sulforafano (DMSO 0,2%), solvente da vitamina D (etanol - EtOH 0,2%) e positivo
(cisplatina 10 uM, MMS 150 pM, doxorrubicina 1puM ou peroxido de hidrogénio 1mM).
Os procedimentos de cultura de células foram realizados em capelas de fluxo laminar
da Classe Il e tipo 1A do modelo Bioprotector VSFL-09 (VecoFlow Ltda — Campinas,
SP, Brasil), de acordo com os procedimentos para manutencao de linhagens celulares
propostos por Bal-Price e Coecke (2011). Para os experimentos foram usadas células

entre a terceira e oitava passagem apos o descongelamento.


https://www.google.com/search?q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDNLKUxS4gAxM6qMTbW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY2cMTc0oyEnN3sDICANGzN1FQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjNiJH_kPH1AhUGLLkGHbF6DqMQmxMoAXoECBUQAw

27

3.3. Selecao das concentracfes de sulforafano e vitamina D

As concentracOes utilizadas para os ensaios de viabilidade celular foram
selecionadas a partir de dados descritos na literatura e considerando a concentragéo
plasmatica méaxima encontrada (Tabelas 1 e 2). Desta maneira, as concentracdes
escolhidas para o sulforafano foram 1, 2, 4, 8 e 16 uM, devido a concentracdo
plasmatica de 7,3 yM de sulforafano observada apos a ingestao de brécolis com alto
teor de glucosinolatos (GASPER et al., 2005). As concentracdes de vitamina D
selecionadas foram 2, 4, 8, 16 e 32 nM, de acordo com a concentracdo plasméatica de
aproximadamente 26,8 nM de calcitriol em pacientes tratados com 125 pg/semana via
intravenosa (MUINDI et al., 2009).

Tabela 1. Concentracao plasmatica e toxicidade de calcitriol em humanos
administrado via oral ou intravenosa

o Concentracéo o )
Dose de calcitriol . Toxicidade Referéncias
plasmatica

0,5 pg/kg 2,5 ng/mL - Beer et al. (2001)
165 pg - dose Unica 6,25 ng/mL - Beer et al. (2005)
45 pg/semana - DLT =60 ug; MTD = 45 ug Beer et al. (2007)
10 ug — DA 321 pg/mL MTD =8 ug Smith et al. (1999)
125 pg/semana 11,17 £ 2,62 ng/mL MTD = 125 pg/semana Muindi et al. (2009)

DA: dias alternados; MTD: Maxima dose tolerada; DLT: toxicidade dose-limitante.

Tabela 2. Concentracdo plasmatica de sulforafano em humanos apdés ingestéao

Dose de sulforafano Concentracédo plasmaética Referéncias
200 pmol diariamente 36,7 ng/mL Alumkal et al. (2015)
0,32 ymol/kg diariamente 10 ng/mL Hanlon et al. (2009)
200 pmol dose Unica 2 uM Atwell et al. (2015)
345,8 + 38,65 uM 7,3+2,92 uM Gasper et al. (2005)

3.4. Ensaios de viabilidade celular

Para os ensaios de viabilidade (MTT e vermelho neutro) as células foram
tratadas com diferentes concentracdes de sulforafano e/ou vitamina D. As células
foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos a um volume de 100 uL, com
densidade de 5x10° células por poco e incubadas por 24 h, em seguida foram

realizados os tratamentos descritos abaixo.
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O ensaio do MTT foi desenvolvido como proposto por Mosmann (1983).
Decorrido o periodo de tratamento, as células foram incubadas com solugédo de MTT
(0,5 mg/mL) por 3 horas a 37°C. Apos a retirada da solucao de MTT foram adicionados
200 pL de DMSO para solubilizagao dos cristais de formazan. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotdmetro (Biotek ELX800, Winooski, VT, EUA) a 570 nm.

O ensaio do vermelho neutro foi realizado segundo Repetto, Peso e Zurita
(2008). Apo6s o periodo de tratamento a solucdo de vermelho neutro (40 ug/mL) foi
adicionada e as culturas foram incubadas por 3 horas a 37°C. Para leitura em
espectrofotdbmetro (iMark Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) a 540 nm foi adicionado 0,2 mL
da solucéo de &cido acético em etanol (1% &cido acético em etanol 50%). Os resultados
dos ensaios de MTT e vermelho neutro estdo apresentados como percentual de
células viaveis em relacdo ao controle negativo (considerado como 100% de
viabilidade).

3.5. Tratamentos das culturas celulares com sulforafano e vitamina D isolados
Para avaliacdo dos efeitos sobre a viabilidade celular de sulforafano e vitamina

D utilizando os ensaios de MTT e vermelho neutro, as células DU145 e PC-3 foram

tratadas com sulforafano (1, 2, 4, 8 e 16 pM) ou vitamina D (2, 4, 8, 16 e 32 nM) por

72 horas como ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Esquema de tratamento das linhagens celulares para avaliacdo da
citotoxicidade de sulforafano e vitamina D

o Aplicacéo de
Estabilizacao MTT ou VN
*24 horas *3 horas
Tratamento com Coleta dos
SFN ou vit D resultados

*72 horas
SFN = sulforafano; Vit D = vitamina D; VN = vermelho neutro.

3.6. Tratamentos das culturas celulares com sulforafano e vitamina D
associados

A partir dos resultados de viabilidade celular das substancias isoladas,
concentracdes de ambas foram selecionadas para avaliacdo dos possiveis efeitos da
associacao de sulforafano com a vitamina D. Para isto foram realizados os protocolos
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de tratamento simultaneo (Figura 4), pré-tratamento (Figura 5) e pds-tratamento

(Figura 6) ilustrados abaixo.

Figura 4. Esquema de tratamento das linhagens celulares para avaliagao da
citotoxicidade de sulforafano e vitamina D em associacdo em protocolo de
tratamento simultaneo

Estabilizacdo

*24 horas
Tratamento com SFN
+vitD
*72 horas

SFN = sulforafano; Vit D = vitamina D.

Aplicacdo de MTT
*3 horas

(o) (o)

Coleta dos
resultados

Figura 5. Esquema de tratamento das linhagens celulares para avaliacao da
citotoxicidade de sulforafano e vitamina D em associacdo em protocolo de pré-

tratamento
Tratamento
Estabilizacao comvitD
*24 horas *48 horas
Tratamento
com SFN
*48 horas

SFN = sulforafano; Vit D = vitamina D.

Coleta dos
resultados
Aplicacéo
de MTT
*3 horas

Figura 6. Esquema de tratamento das linhagens celulares para avaliacdo da
citotoxicidade de sulforafano e vitamina D em associacdo em protocolo de pos-

tratamento
Tratamento
Estabilizacao com SFN
«24 horas *48 horas
Tratamento
com Vit D
*48 horas

SFN = sulforafano; Vit D = vitamina D.

Coleta dos
resultados
Aplicacéo
de MTT
*3 horas

A partir dos resultados de viabilidade celular das substancias isoladas e em

associacao, foram selecionadas as menores concentracdes de sulforafano (2, 4 e 8

pHM) e vitamina D (16 nM) que apresentaram diminuicdo da viabilidade para serem
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investigadas nos préximos ensaios. A avaliacdo dos possiveis efeitos da associacao
de sulforafano com a vitamina D foi realizada utilizando-se somente o protocolo de

tratamento simultaneo.

3.7. Ensaio por LIVE/DEAD

A analise da citotoxicidade foi realizada utilizando-se o kit LIVE/DEAD™
(Thermo Scientific; Canoga Park, CA, EUA) para as linhagens DU145 e PC-3
tratadas com sulforafano e/ou vitamina D.

As células foram semeadas (5x103 células/poco) em placas pretas de 96
pocos com fundo transparente, estabilizadas por 24 horas e tratadas por 72 horas.
ApOs o tratamento, as culturas foram lavadas com PBS e coradas de acordo com as
recomendacfes do fabricante. A calceina AM é retida nas células consideradas
vivas (com membranas intactas) produzindo uma fluorescéncia verde intensa,
enquanto o homodimero de etidio (EthD-1) entra nas células com membranas
danificadas, produzindo uma fluorescéncia vermelha nas células mortas.

A leitura da fluorescéncia foi realizada em leitor de placas Synergy 2
(BioTek®; Winooski, VT, EUA) com filtros de Excitacdo/Emissdo de 485/530 e
530/645 para a calceina e EthD-1, respectivamente. Os valores de fluorescéncia do
controle negativo foram considerados como 100% de viabilidade celular. As imagens
foram capturadas utilizando o Microscopio de Fluorescéncia Leica DMI 6000B

(Leica; Wetzlar, Hessen, Alemanha).

3.8. Estresse oxidativo

Para avaliacdo da atividade oxidante foi utilizado o marcador CM-H2DCFDA
(Life Technologies, Eugene, OR, EUA) seguindo as recomendagdes do fabricante.
As células DU145 e PC-3 (5x10%/poco) foram semeadas em placas pretas de 96
pocos com fundo transparente, estabilizadas por 24 horas e tratadas com
sulforafano e/ou vitamina D por 2, 3, 4 ou 24 horas. Os grupos controle negativo
(PBS), controle de solvente (0,2% DMSO + 0,2% EtOH), e controle positivo (H202
1mM - agente indutor de espécies reativas) também foram incluidos. Ap6s a
exposicdo das culturas ao marcador CM-H2DCFDA, H20:2 foi adicionado
como controle positivo por 20 min. As leituras das fluorescéncias foram realizadas
em espectrometro de fluorescéncia Synergy 2 (BioTek; Winooski, Vermont, EUA)

utilizando filtro de excitagdo e emissao de 450 e 520 nm, respectivamente. Os


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk02rf14P0D1Tb3DFEL0zaIav99jmww:1588735748246&q=Wetzlar&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDQvSclVgjAts4yrtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1jZw1NLqnISi3awMgIAc5QoIlEAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwja4KnvpZ7pAhUiIbkGHR2EB9IQmxMoATAWegQIDxAD&sxsrf=ALeKk02rf14P0D1Tb3DFEL0zaIav99jmww:1588735748246
https://www.google.com/search?bih=625&biw=1366&hl=pt-BR&sxsrf=ALeKk01Wb-Ac86CjgxOz9tYPj0SdX7ABKw:1590159412984&q=Winooski&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3SDJLz0kxUuIEsQ0NssxLtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFi1g5wjPz8vOLszN3sDICANsk6PZTAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjJucm33cfpAhVpG7kGHWE-AqUQmxMoATARegQIDRAD
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valores de fluorescéncia do controle negativo foram considerados como 100% de

espécies reativas.

3.9. Ensaio de apoptose por citometria de fluxo

O ensaio para analise de apoptose foi realizado utilizando o kit Annexin V-
FITC/PI (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). As células foram semeadas
em placas de cultura de 12 pocos (5x10* por poco), estabilizadas por 24 horas e
tratadas por 72 horas com sulforafano e/ou vitamina D. As amostras foram preparadas
segundo o protocolo proposto pelo fabricante e submetidas ao citbmetro de fluxo BD
LSRFortessa™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). Foram analisados
10.000 eventos no software BD FACSDiva 8.0.1 (Becton Dickinson) e os resultados
estdo apresentados como porcentagem de apoptose.

3.10. Ensaio clonogénico

Para avaliacdo da proliferacdo celular por ensaio clonogénico, foram semeadas
3x10* células por poco em placas de cultura de 24 pocgos. As células foram
estabilizadas por 24 horas, tratadas com sulforafano e/ou vitamina D por 72 horas,
tripsinizadas e semeadas novamente em placas de cultura de 6 pocos (150 células
por poco). Apos 10 dias de incubacao a 37°C e 5% de COz, as col6nias de células
que se formaram foram fixadas em metanol:acido acético:agua (1:1:8 v/v) por 30
minutos e coradas com Giemsa:tampao fosfato (1:20 v/v) por 25 minutos. Os
resultados estéo expressos em fracao de sobrevivéncia e foram calculados de acordo
com Franken et al. (2006).

Eficiéncia de plagueamento (EP) = n° de colbnias formadas x 100%
n° de células semeadas

Fracdo de sobrevivéncia = n° de colonias formadas apos tratamento
n° de células semeadas x EP do controle

3.11. Ensaio de wound healing

O ensaio de migracao celular foi realizado segundo protocolo de Rodriguez, Wu
e Guan (2005). Foram semeadas 1x10° células por poco em placas de 24 pocos. A
estabilizacao foi realizada com 24 horas de meio completo, seguidas de mais 24 horas
com meio minimo. Apos este periodo, uma ponteira foi utilizada para criar as feridas

na monocamada de células. O tratamento com sulforafano e/ou vitamina D foi de 48


https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNSyZxdCwd2nua8B3cqoxXAFZLHJUQ:1571848461852&q=becton+dickinson+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gAxK7ILK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYBZNSk0vy8xRSMpOzM_OKgSwAIB6jKlcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi3jdbp57LlAhWmILkGHTkuD5wQmxMoATAVegQICxAK&sxsrf=ACYBGNSyZxdCwd2nua8B3cqoxXAFZLHJUQ:1571848461852
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horas em meio minimo. Nos tempos 0, 24 e 48h de tratamento foram realizadas as
imagens das feridas com o microscopio invertido Primovert (Carl Zeiss, Oberkochen,
BW, Alemanha) e camera AxioCam MRm (Carl Zeiss). As imagens foram analisadas
com auxilio do software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).
Os resultados estédo apresentados como porcentagem de fechamento de ferida, sendo

o tempo de Oh considerado como 0% de fechamento.

3.12. Ciclo celular por citometria de fluxo

A modulacéo do ciclo celular foi avaliada utilizando-se marcacdo do DNA das
células com iodeto de propidio e andlise por citometria de fluxo seguindo o método
proposto por Pozarowski e Darzynkiewicz (2004). Foram semeadas 5x10% células por
poco em placas de 12 pocos. ApOs a estabilizacdo por 24 horas e tratamento com
sulforafano e/ou vitamina D por 72 horas, as amostras foram fixadas em etanol 70%
e armazenadas em freezer a -20°C. No dia da andlise as amostras foram
centrifugadas, o etanol 70% foi retirado e o pellet foi resuspendido em solucéo de
coloracao (triton X-100 0,1% (v/v), Pl 2ug/mL, RNAse 100ug/mL, em tampéao fosfato
salino) por 30 minutos em temperatura ambiente. A leitura das amostras foi realizada
em citdmetro de fluxo BD LSRFortessa™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA)
e 0s 10.000 eventos adquiridos foram analisados com o software ModFit LT 5.0.9. Os
dados estdo apresentados como porcentagem de distribuicdo de células entre as
fases do ciclo celular.

3.13. Ensaio de autofagia

O ensaio foi conduzido de acordo com as especificacbes do kit utilizado para
deteccdo de vacuolos autofagicos (Autophagy Assay Kit - ab13948, Abcam,
Cambridge, Reino Unido). As células PC-3 e DU145 (1x10%) foram plaqueadas em
placa de 96 pocos, estabilizadas por 24 horas e tratadas por 24 horas com sulforafano
e/lou vitamina D. Foram incluidos os grupos controle negativo (PBS), controle de
solvente (0,2% DMSO + 0,2% EtOH), e controle positivo (cloroquina 100 uM). As
leituras das fluorescéncias foram realizadas em espectrofotbmetro Synergy H1
(BioTek®; Winooski, VT, EUA) com filtros de Excitacdo/Emissao de 463/534 (verde) e
350/461 (azul). O fluoréforo verde marca vesiculas autofagicas que contém a proteina
LC3, o fluordforo azul marca o nucleo das células. Os valores de fluorescéncia estéo

expressos como razao de autofagia (razdo dos valores de fluorescéncia verde pela
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https://www.google.com/search?sxsrf=ACYBGNSyZxdCwd2nua8B3cqoxXAFZLHJUQ:1571848461852&q=becton+dickinson+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MCozKDZV4gAxK7ILK7S0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYBZNSk0vy8xRSMpOzM_OKgSwAIB6jKlcAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi3jdbp57LlAhWmILkGHTkuD5wQmxMoATAVegQICxAK&sxsrf=ACYBGNSyZxdCwd2nua8B3cqoxXAFZLHJUQ:1571848461852
https://www.google.com/search?q=Cambridge&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3ME0ySC43VOIAsS3NLYq0VLOTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFZp-aV5Kakpi1g5nRNzk4oyU9JTd7AyAgAjDrILTgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjRnP2XyvjvAhVwIbkGHZHxDbUQmxMoATAZegQIHRAD
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azul) (TUSSKORN et al., 2019). As imagens foram realizadas utilizando o Microscopio

de Fluorescéncia Leica DMI 6000B (Leica; Wetzlar, Hessen, Alemanha).

3.14. Ensaio cometa

Para verificar se houve dano no DNA de células tratadas com sulforafano e/ou
vitamina D por 24 horas, foi realizado o ensaio cometa seguindo o protocolo de Tice
et al. (2000). Em placas de 24 pocgos, as células (5x10%poco) foram semeadas,
estabilizadas por 24 horas e tratadas. A viabilidade das amostras foi testada por
exclusao por Azul de Tripan em contador de células automatico Countess (Thermo
Fisher, Waltham, MA, EUA). Todas as amostras apresentaram viabilidade celular
maior que 70%.

Para o preparo das |laminas foram adicionados as amostras 150 yL de agarose
de baixo ponto de fusdo a 0,5% e uma aliquota de 60 pL da suspenséo de cada
amostra foi aplicada sobre as laminas previamente cobertas com agarose normal
1,5%. As laminas foram mantidas em solucéo de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris
10 mM, 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO, pH 13) overnight a 4°C, lavadas e
acomodadas em cuba de eletroforese com solucéo alcalina (NaOH 300 mM e EDTA
1mM, pH>13) por 20 minutos em banho de gelo. A eletroforese foi realizada em
solucgéo alcalina por 20 minutos com voltagem (0,87 V/cm) e amperagem (300 mA)
constantes. Apos a eletroforese, as laminas foram imersas em solucdo de
neutralizacédo (Tris 0,4 M, pH 7,5) por 5 minutos, secas a temperatura ambiente e
fixadas em etanol absoluto por 5 minutos.

As laminas foram coradas com GelRed™ 1:10.000 (v/v) (Uniscience, Sao
Paulo, SP, Brasil) por 3 minutos, e analisadas em microscopio de fluorescéncia
AxioStar Plus (Zeiss) com camera acoplada, utilizando filtro de 515-560 nm e barreira
de filtro de 590 nm em objetiva de 20x. Para cada tratamento foram analisados 300
nucleoides com auxilio do software Comet Assay IV™ (Instem plc, Stone, ST,
Inglaterra). Os resultados estdo apresentados como porcentagem de DNA na cauda
do cometa (Tail intensity).
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3.15. Extracdo de RNA e RT-qPCR

Para a extracdo de RNA, as linhagens celulares foram semeadas em frascos
de 25cm? ventilados para cultura celular (5x10° células por frasco). As células foram
tratadas com 0,2% DMSO + 0,2% EtOH, sulforafano e/ou vitamina D por 24 horas.

O RNA foi extraido com o kit PureLink RNA Mini (Invitrogen; Carlsbad, CA,
EUA) seguindo as recomendacdes do fabricante e reversamente transcrito usando o
kit High Capacity cDNA Reverse Transcription. Para a remoc¢éo do DNA, as amostras
foram tratadas com DNase | (1 U/pL). A PCR quantitativa foi realizada com Power
SYBR® Green Master Mix em um sistema Step One Plus (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA), utilizando KiCqStart® SYBR® Green Primers pré-desenhados
para analise de expressao génica (Sigma-Aldrich) (Tabela 3). A quantificacdo da
expressdo relativa de cada gene foi calculada pelo método 244Ct (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001) usando os genes ACTB e GAPDH como referéncia para a

normalizacao.

Tabela 3. Primes utilizados para a analise da expressao génica por RT-qPCR.

Primers ID Simbolo Gﬁ:e Ref Seq ID Primers ID Simbolo Gﬁ:e Ref Seq ID
H_ACTB_1 ACTB 60 NM_001101 H_GAPDH_1  GAPDH 2597 NM_002046
H_AKT1_1 AKT1 207 NM_005163 H_HAT1_1 HAT1 8520 NM_003642
H_BAX_1 BAX 581 NM_004324 H_HDAC1_1 HDAC1 3065 NM_004964

H_CASP8_2 CASP8 841 NM_001080124 H_HPRT1_1 HPRT1 3251 NM_000194

H_CCNB1_2  CCNB1 891 NM_031966 H_MAPK1_1 MAPK1 5594  NM_002745
H_CDH1_1 CDH1 999 NM_004360 H_MMP9_1  MMP9 4318  NM_004994
H_CDK1_1 CDK1 983  NM_001170406 | H_MYC_1 MYC 4609  NM_002467

H_CTNNB1_2 CTNNB1 1499 NM_001904 H_RELA_1 RELA 5970  NM_021975

H_DNMT1_1 DNMT1 1786 NM_001130823 H_TNF_3 TNF 7124  NM_000594

3.16. Extracdo de proteinas e western blot

Para a extracdo de proteinas, as linhagens celulares foram semeadas em
frascos de 75cm? ventilados para cultura celular (2x108 células por frasco). As células
foram tratadas com 0,2% DMSO + 0,2% EtOH, sulforafano e/ou vitamina D por 24
horas. ApGs o tratamento, as proteinas foram extraidas com RIPA buffer + 1%
protease + 0,1% de fosfatase. A quantificacdo das proteinas foi feita por meio do kit
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Pierce™ BCA Protein Assay da Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
EUA).

Em seguida, foi adicionado Laemmli sample buffer 2x (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, EUA) as amostras (1:1) e submetidas a 95 °C por 5 min. As proteinas
presentes nas amostras foram determinadas realizando eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida. ApOs a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, California, EUA). A ligacdo nao
especifica foi bloqueada incubando a membrana com leite desnatado a 5% em TBS-
T (tampéo tris salino com Tween 20 a 0,1%) durante 1 hora. Apds o bloqueio, a
membrana foi incubada overnight a 4 °C com o0s anticorpos primarios, lavada com
TBS-T, seguido de incubacdo com anticorpo secundario conjugado com HRP por 1
hora em temperatura ambiente (Tabela 4). A membrana foi lavada novamente com
TBS-T, e os anticorpos secundarios foram detectados usando ECL (GE Healthcare,
Chicago, lllinois, EUA). As bandas de proteina foram visualizadas usando o sistema
ChemiDoc™ (Bio-Rad, Hercules, California, EUA) e a quantificagcdo das bandas foi
realizada com o auxilio do software ImageJ 1.53 (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, EUA).

Tabela 4. Anticorpos utilizados para a analise da expressao de proteinas por
western blot.

Anticorpo Hospedeiro Marca CAT number
Anti-B-Actina Coelho Cell Signaling Technology 8457S
Anti-Bax Coelho Cell Signaling Technology 2772S
Anti-Bcl-2 Coelho Cell Signaling Technology 2876S
Anti-Caspase-3 Coelho ABclonal A2156
Anti-Caspase-8 Coelho ABclonal A0215
Anti-Nrf2 Coelho ABclonal al244
Anti-fosfo-JNK1/2 Coelho ABclonal ap0473
Anti-IgG de coelho conjugado com HRP Cabra ABclonal AS014

3.17. Predicao de alvos e de interagdes

A andlise da predi¢édo de genes e proteinas alvos modulados por sulforafano e
vitamina D foi realizada utilizando o sistema de inferéncia ChemDIS. Esse sistema
identifica potenciais intera¢cdes entre misturas de compostos, analisando proteinas-

alvo, fungbes (ontologia genética), vias e doencgas (ontologia de doencas) comum



36

entre eles (TUNG, 2015). Os parametros usados foram sulforafano e calcitriol como
compostos de entrada, score = 0,7 e versao do banco de dados v5.0.

A predicdo das interagdes de sulforafano e vitamina D com seus alvos e das
interag@es entre os alvos, foi analisada com o auxilio da base de dados STITCH v5.0.
O STITCH integra informacfOes sobre interacdes de vias metabdlicas, estruturas
cristalinas, experimentos de ligacdo e relagcbes composto-alvo. E as informacdes
inferidas de efeitos fenotipicos, mineracao de texto e similaridade de estrutura quimica
sdo usadas para prever relacdes entre substancias quimicas (SZKLARCZYK et al.,
2016). Para a analise das interagcdes foram adicionados 21 termos na busca
(sulforafano, calcitriol, MAPK1, MAPK8, CASP3, CASP8, AKT1, TNF, BCL2, BAX,
NFE2L2, CTNNB1, MYC, RELA, CCNB1, CDK1l, MMP9, CDH1, HDAC1, HATL,
DNMT1) e Homo sapiens como organismo selecionado.

3.18. Analises estatisticas

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi aplicado nos resultados obtidos para
verificar a distribuicdo normal dos dados. Para andlise dos resultados dos tratamentos
isolados com sulforafano ou vitamina D, foi empregado o teste de Andlise de Variancia
(one-way ANOVA) seguido do teste de Tukey ou Dunnett.

A andlise estatistica dos tratamentos associados foi realizada levando-se em
consideracédo a comparacao entre trés tratamentos (sulforafano ou vitamina D isolados
e sua associacdo), sem comparagdes intergrupos, sendo aplicado two-way ANOVA
seguido de Tukey, onde as letras diferentes indicam diferenca estatistica dentro de um
mesmo grupo.

As analises de expressao génica, de expressdo de proteinas e dos controles
positivos foram realizadas por teste t de Student ou testes t multiplos. Para cada ensaio
foram realizados trés experimentos independentes e a diferenca significativa das médias
foi considerada quando p<0,05. As analises foram realizadas no programa estatistico
GraphPad Prism 8 verséo 8.0.1 (2018).

4. Resultados
4.1. Avaliacao da viabilidade celular com sulforafano e vitamina D isolados

No ensaio do MTT, a vitamina D nao alterou a viabilidade celular da linhagem
DU145 (Figura 7.A), porém, em linhagem PC-3 houve uma diminui¢ao significativa da

viabilidade apos o tratamento com vitamina D nas concentracdes de 16 e 32 nM
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(Figura 7.C). O sulforafano reduziu a viabilidade das duas linhagens a partir da

concentracdo de 2 uM (Figuras 7.B e 7.D).

Figura 7. Resultados dos ensaios de MTT em células DU145 (A e B) e PC-3 (C e D)
tratadas com vitamina D e sulforafano por 72 horas
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Porcentagem da viabilidade de células DU145 (A) e PC-3 (C) ap6és o tratamento com vitamina D (2, 4,
8, 16 e 32 nM) por 72 horas. Porcentagem da viabilidade de células DU145 (B) e PC-3 (D) apés o
tratamento com sulforafano (1, 2, 4, 8 e 16 uM) por 72 horas. CN = controle negativo (PBS); CS =
controle de solvente (EtOH 0,2% ou DMSO 0,2%); CP = controle positivo (cisplatina 10uM). Média +
desvio padréo (n=3). Valores que ndo possuem a mesma letra diferem significativamente entre si (one-
way ANOVA-Tukey, p<0,05). * Valores diferem significativamente do controle negativo (Teste t de
Student, p<0,05).

No ensaio do vermelho neutro a vitamina D diminuiu significativamente a
viabilidade da linhagem DU145 em concentracdes de 16 e 32 nM (Figura 8.A), ja em
linhagem PC-3 a viabilidade celular foi reduzida somente na concentracdo de 32 nM
(Figura 8.C). O sulforafano diminuiu a viabilidade de células DU145 em concentragdes
de 8 e 16 uM (Figura 8.B) e de células PC-3 a partir de 4 uM (Figura 8.D).
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Os solventes, EtOH e DMSO (0,2%), nédo alteraram a viabilidade das células,
enquanto a cisplatina 10 pM (controle positivo) reduziu a viabilidade das duas

linhagens em ambos os ensaios.

Figura 8. Resultados dos ensaios de vermelho neutro em células DU145 (A e B) e
PC-3 (C e D) tratadas com vitamina D e sulforafano por 72 horas
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Porcentagem da viabilidade de células DU145 (A) e PC-3 (C) apés o tratamento com vitamina D (2, 4,
8, 16 e 32 nM) por 72 horas. Porcentagem da viabilidade de células DU145 (B) e PC-3 (D) ap6s o
tratamento com sulforafano (1, 2, 4, 8 e 16 uM) por 72 horas. CN = controle negativo (PBS); CS =
controle de solvente (EtOH 0,2% ou DMSO 0,2%); CP = controle positivo (cisplatina 10uM). Média +
desvio padrdo (n=3). Valores que ndo possuem a mesma letra diferem significativamente entre si
(one-way ANOVA-Tukey, p<0,05). * Valores diferem significativamente do controle negativo (Teste t
de Student, p<0,05).

4.2. Avaliacao da viabilidade celular com sulforafano e vitamina D associados

De acordo com os resultados dos ensaios de viabilidade celular de sulforafano
e vitamina D descritos acima foram selecionadas trés concentracdes de sulforafano
(2, 4 e 8 uM) a serem associadas a vitamina D (16 nM) para avaliar os possiveis
efeitos dessa associagdo em trés protocolos de tratamento distintos: simultaneo, pré
e pOs-tratamento.
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Em todos os protocolos de tratamento a associacdo dos compostos nhao
apresentou resposta diferente daquela apresentada por sulforafano quando avaliado
individualmente, logo, ndo foi observado efeito sinérgico ou de potencializacdo na
reducao da viabilidade celular com a associagao de sulforafano e vitamina D (Figuras
9 e 10).

Figura 9. Resultados dos ensaios de MTT em células DU145 (A) e PC-3 (B) tratadas
com sulforafano associado a vitamina D por 72 horas em protocolo de tratamento
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Porcentagem da viabilidade de células DU145 (A) e PC-3 (B) apds o tratamento simultdneo com
sulforafano (2, 4 e 8 uM) e vitamina D (16 nM) por 72 horas. Média + desvio padrdo (n=3). Letras
diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p<0,05).
SFN: sulforafano; vit D: vitamina D.
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Figura 10. Resultados dos ensaios de MTT em DU145 (A e B) e PC-3 (C e D)
tratadas com sulforafano associado a vitamina D por 96 horas em protocolo de pré e
pos tratamento
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Porcentagem da viabilidade de células DU145 (A) e PC-3 (C) apods o pré-tratamento de 48 horas com
sulforafano (2, 4 e 8 uM) seguido de tratamento com vitamina D (16 nM) por 48 horas. Porcentagem da
viabilidade de células DU145 (B) e PC-3 (D) ap6és o tratamento de 48 horas vitamina D (16 nM) seguido
de pés-tratamento com sulforafano (2, 4 ou 8 uM) por 48 horas. Média * desvio padrao (n=3). Letras
diferentes indicam diferen¢a significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p <
0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D.

A partir dos resultados das associacbes foi selecionado o protocolo de
tratamento simultdneo para os préximos ensaios, a fim de avaliar os efeitos das

concentragdes de 2, 4 e 8 uM de sulforafano em associagado com vitamina D (16 nM).

4.3. Avaliacéo da viabilidade de células HaCaT com sulforafano e/ou vitamina D
Para comparar com os efeitos na viabilidade de células ndo tumorais,
sulforafano e vitamina D isolados e associados também foram testados em linhagem
humana néo tumoral de pele (HaCaT) utilizando o ensaio do MTT.
Em células HaCaT, a vitamina D na concentracdo de 16 nM ndo alterou a
viabilidade celular. Sulforafano diminuiu a viabilidade celular em todas as
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concentracOes testadas (2, 4 e 8 uM) (Figura 11.A). Apds a associacao dos compostos
em tratamento simultaneo por 72 horas, ndo foram observadas diferencas entre os
tratamentos associados e tratamento somente com sulforafano (Figura 11.B),
demonstrando que o0s resultados em células HaCaT foram semelhantes aos
apresentados pelas células tumorais de préstata DU145 e PC-3, o que indica que néo

ha um possivel efeito seletivo dos compostos avaliados.

Figura 11. Resultados dos ensaios de MTT em células HaCaT tratadas com
sulforafano e vitamina D isolados (A) ou associados (B) por 72 horas em protocolo
de tratamento simultaneo
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Porcentagem da viabilidade de células HaCaT (A) apods o tratamento com vitamina D (16 nM) ou
sulforafano (2, 4 e 8 uM) por 72 horas. CN = controle negativo (PBS); CS = controle de solvente (EtOH
0,2% + DMSO 0,2%); CP = controle positivo (cisplatina 10uM). Valores que ndo possuem a mesma
letra diferem significativamente entre si (one-way ANOVA-Tukey, p<0,05). * Valores diferem
significativamente do controle negativo (Teste t de Student, p<0,05). Porcentagem da viabilidade de
células HaCaT (B) apos o tratamento simultdneo com sulforafano (2, 4 e 8 uM) e vitamina D (16 nM)
por 72 horas. Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo grupo (two-way
ANOVA-Tukey, p<0,05). Média + desvio padrao (n=3). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D.

4.4. Investigacéo da inducdo de morte celular utilizando o kit Live/Dead

As analises dos resultados de viabilidade celular por LIVE/DEAD mostram que
o sulforafano nas concentracfes de 4 e 8 uM diminuiram a viabilidade de células
DU145 (Figura 12), enquanto somente a concentragdo de 8 uM de sulforafano foi
efetiva na diminuicdo da viabilidade de células PC-3 (Figura 13). O tratamento com
vitamina D (16 nM) ndo reduziu a viabilidade celular em ambas as linhagens. Os dados

dos controles de solvente foram iguais aos dos controles negativos.
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Figura 12. Resultados da analise de viabilidade celular utilizando o kit LIVE/DEAD
em células DU145 apds 72 horas de tratamento com sulforafano e vitamina D
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As fotomicrografias mostram células vidveis com membrana intacta marcadas em verde e células
mortas com membrana danificada marcadas em vermelho. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (one-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). Vit D: vitamina D 16 nM; CN: controle negativo (meio
de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%). Os dados estdo expressos em
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes. Barra de escala = 75 um.

Figura 13. Resultados da analise de viabilidade celular utilizando o kit LIVE/DEAD
em células PC-3 apés 72 horas de tratamento com sulforafano e vitamina D
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As fotomicrografias mostram células viaveis com membrana intacta marcadas em verde e células
mortas com membrana danificada marcadas em vermelho. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (one-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). Vit D: vitamina D 16 nM; CN: controle negativo (meio
de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%). Os dados estdo expressos em média
+ desvio padrdo de trés experimentos independentes. Barra de escala = 75 pm.

A associacdo de vitamina D (16 nM) ao sulforafano (4 e 8 uM) aumentou a

inducdo de morte celular pelo sulforafano em células DU145 (Figura 14) e PC-3
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(Figura 15), quando comparado ao efeito do sulforafano avaliado individualmente (p <
0,05).

Figura 14. Resultados da andlise de viabilidade celular utilizando o kit LIVE/DEAD
em células DU145 apds 72 horas de tratamento com sulforafano associado a
vitamina D
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As fotomicrografias mostram células vidveis com membrana intacta marcadas em verde e células
mortas com membrana danificada marcadas em vermelho. Letras diferentes indicam diferenca
significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D 16
nM: vitamina D 16 nM. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Barra de escala = 75 um.
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Figura 15. Resultados da analise de viabilidade celular utilizando o kit LIVE/DEAD
em células PC-3 apds 72 horas de tratamento com sulforafano associado a vitamina
D
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As fotomicrografias mostram células viaveis com membrana intacta marcadas em verde e células
mortas com membrana danificada marcadas em vermelho. Letras diferentes indicam diferenca
significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D 16
nM: vitamina D 16 nM. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Barra de escala = 75 pm.
4.5. Investigacao da inducéo de apoptose por citometria de fluxo

Os resultados de citometria de fluxo mostram que apenas o sulforafano na
concentracdo de 8 uM induziu morte por apoptose em células DU145 (Figura 16.B) e
PC-3 (Figura 17.B). A associac¢ao de vitamina D (16 nM) ao sulforafano (2, 4 e 8 uM)
nao demonstrou resposta diferente da apresentada por sulforafano quando testado
sozinho em ambas as linhagens (Figuras 16.C e 17.C). Os dados do controle de
solvente foram iguais ao controle negativo. O controle positivo aumentou a morte por

apoptose nas duas linhagens testadas.
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Figura 16. Caracterizacdo do perfil de morte de células DU145 apés 72 horas de
tratamento com sulforafano e/ou vitamina D por citometria de fluxo
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A: distribuicdo das células DU145 coradas com anexina V-FITC/Pl. Q1: anexina -/Pl +; Q2: anexina +/
Pl+; Q3: anexina -/ Pl -; Q4: anexina +/ Pl-. B: porcentagem de células DU145 apoptéticas (Q2 + Q4)
em tratamento isolado. Letras diferentes indicam diferenca significativa (one-way ANOVA-Tukey, p <
0.05). * Diferente do controle negativo (Teste t de Student, p < 0,05). C: porcentagem de células DU145
apoptoticas (Q2 + Q4) em tratamento associado. Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro
de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D; CN:
controle negativo (meio de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle
positivo (Doxorrubicina 1 pM). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.



Figura 17. Caracterizacdo do perfil de morte de células PC-3 apds 72 horas de
tratamento com sulforafano e/ou vitamina D por citometria de fluxo

A)

Da
' w' g
. P |

vitD 16 nM_

A Rt A I
w* " ® v "t
FITGA poains FITC-A

.

‘-—vv-—v~ﬂ-rv-v-w‘—v'vr'—V‘

anexns ATOA

46

SF,N 2uM y SFN 4 umM : SF‘N 8 uM CS CP vitD 2 4 8
1 | “] "i | sulforafano (uM)
3 | ! 1 }
M ole |4 7 g | o
: s ’ 4 | - 1 80+
k: o '_I o . ‘1 " ol
i 5 il “14 | *1.%
Lh-n-“'»-wr Lﬂ "?"‘1.1?"'."‘?"? Lq-_—ﬂrr\l‘*'-w_-r--r‘" 60 b p
" el - ¥ eneena MTCA % e FITOA 2 | 1
- =
SFN2uM + Vit D SFN 4 uM + vitD SEN 8 uM +vitD % 40+ a B
. | | 1 | < a ] a
1 ’ & a g B a
":i 204 |
L 0 _v’ T T
vitD 16 nM . - . . - . . . .
SFN 2uM . . - .
SFN 4uM - - - - ¢ ¢ -
SFN &M - ' - - - - - o

A: distribuicdo das células PC-3 coradas com anexina V-FITC/PI. Q1: anexina -/Pl +; Q2: anexina +/
Pl+; Q3: anexina -/ Pl -; Q4: anexina +/ PI-. B: porcentagem de células PC-3 apoptoticas (Q2 + Q4) em
tratamento isolado. Letras diferentes indicam diferenca significativa (one-way ANOVA-Tukey, p < 0.05).
* Diferente do controle negativo (Teste t de Student, p < 0,05). C: porcentagem de células PC-3
apoptoticas (Q2 + Q4) em tratamento associado. Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro
de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D; CN:
controle negativo (meio de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle
positivo (Doxorrubicina 1 pM). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.

4.6. Avaliacéo da proliferagéo celular por meio do ensaio clonogénico

Em ensaio clonogénico, a concentracdo de 8 uM de sulforafano foi a Unica
capaz de inibir a formacao de coldnias de células DU145 apds 72 horas de tratamento
e incubacao por 10 dias sem tratamento (Figura 18.A). Enquanto em células PC-3,
todos os tratamentos diminuiram a formagdo das colbnias (Figura 18.B) Em
tratamento associado com sulforafano (2, 4 e 8 uM) e vitamina D (16 nM), n&o foram
observadas diferencas nas respostas das associagbes quando comparadas as
respostas dos tratamentos de sulforafano isolado (Figuras 18.C e 18.D). O controle
de solvente foi igual ao controle negativo, e o control positivo inibiu a formacgéo de

colénias em ambas as linhagens.
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Figura 18. Andlise da proliferacao de células DU145 e PC-3 apds tratamento de 72
horas com sulforafano e/ou vitamina D por ensaio clonogénico
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A e B: fragdo de sobrevivéncia de células DU145 (A) e PC-3 (B) ap0s tratamento isolado. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (one-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). * Diferente do controle
negativo (Teste t de Student, p < 0,05). C e D: fragdo de sobrevivéncia de células DU145 (C) e PC-3
(D) apos tratamento associado. Letras diferentes indicam diferenga significativa dentro de um mesmo
grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D; CN: controle negativo
(meio de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle positivo
(metanossulfonato de metila 150 pM). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes.

4.7. Analise da capacidade de migracédo (wound healing)

A andlise da migragéo celular foi realizada por meio no ensaio de wound
healing. Neste ensaio ndo foi observada nenhuma alteracdo na atividade migratéria
de células DU145 (Figura 19.A) e PC-3 (Figura 19.B) tratadas com sulforafano (2, 4 e
8 uUM) e vitamina D (16 nM), tanto isolados, como associados. Controle negativo e
solvente apresentaram as mesmas respostas, enquanto o controle positivo diminuiu a

migracao de ambas as células.
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Figura 19. Andlise de migracéo de células DU145 e PC-3 ap0s tratamento de 48
horas com sulforafano e/ou vitamina D por ensaio de wound healing
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A: porcentagem de fechamento de ferida em DU145 apds 48 horas de tratamento; B: porcentagem de
fechamento de ferida em células PC-3 ap0s 48 horas de tratamento. * Diferente do controle negativo
(one-way ANOVA-Dunnett, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D; CN: controle negativo (meio
de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle positivo (cisplatina 10
UM). Os dados estao expressos em média de trés experimentos independentes.

4.8. Investigacao do efeito de sulforafano e/ou vitamina D sobre o ciclo celular
Em células DU145, o sulforafano (8 uM) causou parada do ciclo celular em
fases S e G2, com diminuicdo da populacdo de células em fase G1 (Figura 20.A). Em
células PC-3, o sulforafano (8 pM) provocou parada do ciclo celular em fase G2,
também com diminuicdo da populacdo de células em fase G1 (Figura 21.A).
Associando sulforafano (2, 4 e 8 uM) a vitamina D (16 nM), n&o foi possivel observar
diferenca no efeito sobre o ciclo de células DU145 e PC-3 quando comparado ao efeito
de sulforafano isolado (Figuras 20.B,C,D e 21.B,C,D). A distribuicdo de células entre

as fases do ciclo no controle de solvente foi igual a distribuicdo no controle negativo
nas duas linhagens.
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Figura 20. Andlise da distribuicdo de células DU145 entre as fases do ciclo celular
apos 72 horas de tratamento com sulforafano e/ou vitamina D por citometria de fluxo
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A: distribuicdo de células DU145 entre as fases do ciclo celular apds tratamento isolado e marcacéo do
DNA com iodeto de propidio. * Diferente do controle negativo (two-way ANOVA-Dunnett, p < 0.05). B,
C e D: distribuicao de células DU145 em fase G1 (B), S (C) e G2 (D) do ciclo celular apés tratamento
associado e marcacao do DNA com iodeto de propidio. Letras diferentes indicam diferenca significativa
dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D;
CN: controle negativo (meio de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%). Os dados
estdo expressos em média * desvio padrao de trés experimentos independentes.
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Figura 21. Andlise da distribuicdo de células PC-3 entre as fases do ciclo celular
apos 72 horas de tratamento com sulforafano e/ou vitamina D por citometria de fluxo

| R
m S
A) mc  B)
= 110+ . = 1104 .
£ 4004 £ 1004 - Gt
3 904 5 904
= 804 3 B0+
$ 704 S 704
-8 604 g 504 -
2 504 3 504
B 404 o 401 b b
5 304 S 304
£ % £ »
- 4
g 0 S 0-
CN cs wiD 2 4 8 vitD16nM  * - % i it a % : s
sulforafano (uM) SEN 2 uM - * 2 - e a - & =
SFN4yM - - - - + + - - -
SFNBuM - - - - - - - % %
= 1104 = 110
£ 1004 - S £ 10 (o)
2 901 3 %
2 804 3 =0
E 704 E
$ = . . -
a a a a o
g 404 a & . 2 g 40 b b
2 g< a ; a a @ a a a a ‘
= o = -
Elalnlnlisinlulis
o od 0 . !
vitD18nM + - b + - + + - + vitD 16 nM + - +* + - + + +
SFN2uM -+ ¢+ - - - - - - SEN2yM -+ ¢ - - - :
SFN 4 uM " v e v g » A SFN 4 uM - - - -+ * - i i
SEN 8 uM . . . 3 . ~ R SFN 8 M o= o R - O o+

A: distribuicdo de células PC-3 entre as fases do ciclo celular apés tratamento isolado e marcagédo do
DNA com iodeto de propidio. * Diferente do controle negativo (two-way ANOVA-Dunnett, p < 0.05). B,
C e D: distribuicédo de células PC-3 em fase G1 (B), S (C) e G2 (D) do ciclo celular apés tratamento
associado e marcacao do DNA com iodeto de propidio. Letras diferentes indicam diferenca significativa
dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D: vitamina D;
CN: controle negativo (meio de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%). Os dados
estdo expressos em média * desvio padrdo de trés experimentos independentes.

4.9. Avaliagéo da viabilidade celular apos tratamento com sulforafano e/ou
vitamina D por 24 horas

Nos proximos ensaios as células DU145 e PC-3 foram tratadas por até 24 horas
com sulforafano e/ou vitamina D. Um tempo de tratamento menor é essencial o caso
dos ensaios de estresse oxidativo, inducdo de autofagia e danos no DNA devido a
cinética dos mecanismos de a¢ao avaliados. As espécies reativas sao instaveis e seu
processo de inativagao ocorre rapidamente. O processo de formagédo e degradacao
dos autofagossomos acontece de maneira rapida, além disso, o esgotamento dos
nutrientes no meio de cultura pode induzir a autofagia, interferindo nos resultados

observados. Os danos no DNA causados pela exposicdo aos compostos avaliados
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podem ser reparados, portanto, um tempo de tratamento longo poderia ser
responsavel por resultados falso-negativos.

Para verificar e garantir a viabilidade de células DU145 e PC-3 apo6s 24 horas
de tratamento com vitamina D e sulforafano isolados ou associados, foi realizado
ensaio de MTT.

Os resultados demonstraram que nao houve diminuicdo da viabilidade celular
nos tratamentos com vitamina D (16 nM) e sulforafano (2, 4 e 8 uM) isolados em
ambas as linhagens (Figura 22).

Figura 22. Resultados dos ensaios de MTT em células DU145 (A) e PC-3 (B)
tratadas com vitamina D e sulforafano por 24 horas
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Porcentagem da viabilidade de células DU145 (A) e PC-3 (B) apds o tratamento com vitamina D (16
nM) ou sulforafano (2, 4 e 8 uM) por 24 horas. CN = controle negativo (PBS); CS = controle de solvente
(EtOH 0,2% + DMSO 0,2%); CP = controle positivo (cisplatina 10uM). Média + desvio padréo (n=3).
Valores que ndo possuem a mesma letra diferem significativamente entre si (one-way ANOVA-Tukey,
p<0,05). * Valores diferem significativamente do controle negativo (Teste t de Student, p<0,05).

Em células DU145, apds 24 horas de tratamento simultaneo com vitamina D e
sulforafano, foi observada diminuicdo da viabilidade celular em todas as associacoes
testadas quando comparadas aos tratamentos isolados (Figura 23.A). Em células PC-
3, somente a associacdo de 8 pM de sulforafano e vitamina D (16 nM) diminuiu a

viabilidade celular em relacdo aos tratamentos isolados (Figura 23.B).
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Figura 23. Resultados dos ensaios de MTT em células DU145 (A) e PC-3 (B)
tratadas com sulforafano associado a vitamina D por 24 horas em protocolo de
tratamento simultédneo
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Porcentagem da viabilidade de células DU145 (A) e PC-3 (B) apés o tratamento simultdneo com
sulforafano (2, 4 e 8 uM) e vitamina D (16 nM) por 24 horas. Média + desvio padréo (n=3). Letras
diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p<0,05).
SFN: sulforafano; vit D: vitamina D.

4.10. Avaliacéo do estresse oxidativo por meio do marcador CM-H2DCFDA

Os resultados mostram que a vitamina D (16 nM) e o sulforafano (2, 4 e 8 uM)
ndo induziram aumento de espécies reativas ap0s tratamento por 2, 3, 4 e 24 horas
em células DU145 (Figura 24) e PC-3 (Figura 25). A concentracdo de 8 uM de
sulforafano diminuiu a porcentagem de espécies reativas ap0s 24 horas de tratamento
guando comparada ao controle negativo em células DU145 (Figura 24.D) e PC-3
(Figura 25.D). A porcentagem de espécies reativas do controle de solvente néo
apresentou diferenca entre a porcentagem observada para o controle negativo. O

controle positivo foi significativamente diferente do controle negativo.
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Figura 24. Andlise da producéo de espécies reativas em células DU145 apos
tratamento de 2(A), 3(B), 4(C) e 24(D) horas com sulforafano e vitamina D utilizando
o marcador CM-H2DCFDA
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (one-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). * Diferente do
controle negativo (Teste t de Student, p < 0,05). Vit D: vitamina D 16 nM; CN: controle negativo (meio
de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle positivo (peréxido de
hidrogénio 1mM). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Figura 25. Andlise da producéo de espécies reativas em células PC-3 apés
tratamento de 2(A), 3(B), 4(C) e 24(D) horas com sulforafano e vitamina D utilizando
o marcador CM-H2DCFDA
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Letras diferentes indicam diferenca significativa (one-way ANOVA-Tukey, p < 0.05). * Diferente do
controle negativo (Teste t de Student, p < 0,05). Vit D: vitamina D 16 nM; CN: controle negativo (meio
de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle positivo (peréxido de
hidrogénio 1mM). Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Em células DU145, a associacéo de vitamina D (16 nM) ao sulforafano (2, 4 e
8 M) ndo alterou a producdo de espécies reativas apos 2 e 4 horas de tratamento
guando comparado ao sulforafano isolado. Ap6s 3 horas de tratamento, a
concentracéo de 2 uM de sulforafano associada a vitamina D demonstrou inducéo de
estresse oxidativo, bem como a concentracédo de 4 uM de sulforafano associado a
vitamina D ap0s tratamento de 24 horas (Figura 26).



Figura 26. Andlise da producéo de espécies reativas em células DU145 apos
tratamento de 2(A), 3(B), 4(C) e 24(D) horas com sulforafano associado a vitamina D
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Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey,
p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D 16 nM: vitamina D 16 nM. Os dados estdo expressos em média +

desvio padrao de trés experimentos independentes.

Em células PC-3, ndo foi observado inducdo de estresse oxidativo apos o

tratamento associado de vitamina D (16 nM) e sulforafano (2, 4 e 8 uM) por 2, 4 e 24

horas. Apos tratamento associado de 3 horas, houve aumento de geragédo de espécies

reativas quando associado a concentracdo de 2 pM de sulforafano a vitamina D

(Figura 27).
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Figura 27. Andlise da producéo de espécies reativas em células PC-3 apés
tratamento de 2(A), 3(B), 4(C) e 24(D) horas com sulforafano associado a vitamina D
utilizando o marcador CM-H2DCFDA
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Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey,
p < 0.05). SFN: sulforafano; vit D 16 nM: vitamina D 16 nM. Os dados estdo expressos em média +
desvio padréo de trés experimentos independentes.

4.11. Investigacédo da inducgao de autofagia

Os resultados do ensaio de autofagia mostram que sulforafano na
concentracéo de 8 uM induziu aumento de autofagia em células DU145 (Figura 28) e
PC-3 (Figura 29) apds 24 horas de tratamento. A vitamina D (16 nM) ndo induziu
autofagia quando comparada ao controle negativo. O controle de solvente foi igual ao
controle negativo em células DU145, no entanto, em células PC-3, o controle de
solvente reduziu a autofagia em relagdo ao controle negativo. O controle positivo

(cloroquina 100 uM) foi diferente do controle negativo (p<0,05, teste t de Student).



Figura 28. Resultados da inducdo de autofagia em células DU145 apds 24 horas de
tratamento com sulforafano e vitamina D
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Inducao de autofagia ap0s 24 horas de tratamento isolado em células DU145. A: fotomicrografia de
autofagossomos marcados em verde e nlcleos celulares marcados em azul. B: analise da inducao de
autofagia em tratamento isolado com sulforafano (SFN: 2, 4 e 8 pM) e vitamina D (vit D: 16 nM). CN:
controle negativo (PBS); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%), CP: controle positivo
(cloroquina 100 uM). Média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferenga significativa
(one-way ANOVA-Tukey, p<0,05). *Diferente do controle negativo (teste t de Student, p<0,05). Barra

de escala =50 um.



Figura 29. Resultados da inducao de autofagia em células PC-3 apds 24 horas de
tratamento com sulforafano e vitamina D
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Inducdo de autofagia apos 24 horas de tratamento isolado em células PC-3. A: fotomicrografia de
autofagossomos marcados em verde e nicleos celulares marcados em azul. B: andlise da inducéo de
autofagia em tratamento isolado com sulforafano (SFN: 2, 4 e 8 uM) e vitamina D (vit D: 16 nM). CN:
controle negativo (PBS); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%), CP: controle positivo
(cloroquina 100 uM). Média + desvio padréo (n=3). Letras diferentes indicam diferenga significativa
(one-way ANOVA-Tukey, p<0,05). *Diferente do controle negativo (teste t de Student, p<0,05). Barra
de escala = 50 pm.

Apés a associacdo de sulforafano (4 uM) e vitamina D (16 nM), houve um
aumento na inducdo de autofagia em células DU145 quando comparado aos
tratamentos com os compostos isolados (Figura 30). Em células PC-3, a associagado
de sulforafano (8 uM) e vitamina D (16 nM) foi diferente dos tratamentos isolados,
demostrando uma potencializacdo do efeito do sulforafano na inducdo de autofagia
(Figura 31).
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Figura 30. Resultados da inducdo de autofagia em células DU145 apds 24 horas de
tratamento com sulforafano associado a vitamina D
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Inducao de autofagia apds 24 horas de tratamento associado em células DU145. A: fotomicrografia de
autofagossomos marcados em verde e nlcleos celulares marcados em azul. B: analise da inducao de
autofagia em tratamento associado com sulforafano (SFN: 2, 4 e 8 uM) e vitamina D (vit D: 16 nM).
Média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo
grupo (two-way ANOVA-Tukey, p<0,05). Barra de escala = 50 pm.



Figura 31. Resultados da inducao de autofagia em células PC-3 apds 24 horas de
tratamento com sulforafano associado a vitamina D
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Inducao de autofagia apds 24 horas de tratamento associado em células DU145. A: fotomicrografia de
autofagossomos marcados em verde e nlcleos celulares marcados em azul. B: analise da inducgéo de
autofagia em tratamento associado com sulforafano (SFN: 2, 4 e 8 pM) e vitamina D (vit D: 16 nM).
Média + desvio padréo (n=3). Letras diferentes indicam diferenca significativa dentro de um mesmo
grupo (two-way ANOVA-Tukey, p<0,05). Barra de escala = 50 um.

4.12. Avaliar o dano no DNA por ensaio cometa

Nos resultados do ensaio cometa nao foi observado aumento de danos no DNA
de células DU145 (Figura 32.A) e PC-3 (Figura 32.C) tratadas com sulforafano (2, 4
ou 8 uM) e vitamina D (16 nM) em tratamento isolado. Os controles de solvente foram
iguais aos controles negativos e o controle positivo foi significativamente diferente do
controle negativo (p<0,05, teste t de student). Em células DU145, houve um aumento

de danos no DNA de células tratadas com a associacao de sulforafano (8 uM) e
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vitamina D (16 nM) quando comparado aos tratamentos isolados (Figura 32.B). Em
células PC-3 ndo houve efeito significativo de nenhum dos tratamentos associados

em relacdo aos tratamentos isolados (Figura 32.D).

Figura 32. Resultados do dano no DNA por ensaio cometa em células DU145 (A e
B) e PC-3 (C e D) apos tratamento de 24 horas com sulforafano e/ou vitamina D
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Porcentagem de DNA na cauda de células DU145 (A) e PC-3 (C) apds tratamento com vitamina D ou
sulforafano por 24 horas. Letras diferentes indicam diferenca significativa (one-way ANOVA-Tukey, p <
0.05). * Diferente do controle negativo (Teste t de Student, p < 0,05). Porcentagem de células DU145
(B) e PC-3 (D) apds tratamento com vitamina D associada ao sulforafano por 24 horas. Letras diferentes
indicam diferencga significativa dentro de um mesmo grupo (two-way ANOVA-Tukey, p < 0,05). CN:
controle negativo (meio de cultura); CS: controle de solvente (DMSO 0,2% + EtOH 0,2%); CP: controle
positivo (MMS 150 uM); SFN: sulforafano; vit D 16 nM: vitamina D 16 nM. Os dados estdo expressos
em média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

4.13. Predicdo de proteinas alteradas por sulforafano e calcitriol
Utilizando o sistema de inferéncia ChemDIS, foi possivel observar que

sulforafano e calcitriol possuem 11 proteinas com interacao predita em comum (Figura

33). Dessas, 6 (grifadas em amarelo) foram selecionadas para serem testadas na
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analise de expressdo gene/proteina ap0s o tratamento com a associacdo dos

compostos.

Figura 33. Resultado da analise de predicdo de proteinas alteradas por sulforafano
e calcitriol utilizando o ChemDIS.

Sulforafano Calcitriol

Protein Gene Symbol Entrez Gene ID Gene name

| 1 |

ENSPD0000311032 SCA-1 caspase 3

ENSP00000229794 RK 1432 mitogen-activated pretein
kinase 14

ENSP0O0000337915 NF-25 1576 cylochrome P450 family 3

HLHS1 2697
ENSP00000270202 AKT1 207
ENSP0O0000353483 MAPKS
ENSPO0000263025 ERKA1 5595
ENSP00000267163 pp110 5925

Fonte: ChemDIS (https://cwtung.kmu.edu.tw/chemdis)

4.14. Analise da expressao génica por RT-qPCR
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Em células DU145, foram observados 7 genes com expressao alterada apos
os tratamentos isolados ou associados (p<0,05), MAPK1, CCNB1, BAX, CDH1, CDK1,
CTNNB1 e MMP9. MAPK1 e CDK1 foram mais expressos no tratamento associado.

CCNB1 e CTNNBL1 tiveram a expressdo aumentada no tratamento com sulforafano e

associado. BAX foi mais expresso e MMP9 menos expresso no tratamento com

sulforafano. O tratamento com vitamina D aumentou significativamente a expressao

de CDH1 (Figura 34).


https://cwtung.kmu.edu.tw/chemdis
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Figura 34. Resultado da andlise de expressdo génica de células DU145 apos
tratamento com sulforafano e vitamina D por RT-qPCR.
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A: Heatmap da expressédo dos genes analisados em células DU145 apos 24 horas de tratamento
isolado e associado de vitamina D (vit D 16nM) e sulforafano (SFN 8 uM). B: Fold change dos genes
gue apresentaram diferenca significativa na analise estatistica (teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01).
Média + desvio padréo (n=3).

Apbs o tratamento associado com sulforafano e vitamina D, 4 genes tiveram a
expressdo significativamente alterada em células PC-3 quando comparado ao
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controle ou aos compostos isolados (p<0,05), MAPK1, CCNB1, BAX e TNF. MAPK1
foi mais expresso no tratamento associado e CCNBL1 teve a expressdo aumentada no
tratamento com sulforafano e associado. BAX foi mais expresso no tratamento com
sulforafano e TNF teve menor expressao no tratamento com sulforafano e associado
(Figura 35).

Figura 35. Resultado da analise de expressao génica de células PC-3 apos
tratamento com sulforafano e vitamina D por RT-qPCR.
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A: Heatmap da expressao dos genes analisados em células PC-3 ap6s 24 horas de tratamento
isolado e associado de vitamina D (vit D 16nM) e sulforafano (SFN 8 uM). B: Fold change dos genes
que apresentaram diferenca significativa na andlise estatistica (teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01).
Média + desvio padréo (n=3).

4.15. Analise da expresséo de proteinas por western blot

Em células DU145, comparando os tratamentos associados com o controle, foi
observado aumento da expressao de BAX, CASP8, CASP3, NRF2 (NFE2L2) e JNK
(MAPKS), e diminuicdo da expressédo de BCL2. A expressao de BAX e NRF2 também
foi maior no tratamento associado quando comparado aos tratamentos isolados,
indicando um possivel efeito sinérgico na modulacédo da expresséo dessas proteinas
(Figura 36).

Os resultados da analise de proteinas em células PC-3 demonstraram que
houve aumento na expressao de BAX e NRF2 (NFE2L2), e diminuicdo da expressao
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de BCL2, CASP8 e JNK (MAPKS8) nos tratamentos associados em comparacao ao
controle. A expressdao de CASP8 foi significativamente menor em tratamento
associado em relacdo aos tratamentos isolado, sugerindo possivel efeito sinérgico
(Figura 37).

Figura 36. Resultado da analise de expresséo de proteinas de células DU145 apds
24 horas de tratamento com sulforafano e vitamina D por western blot.
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A: Representacdo das bandas das proteinas analisadas por western blot. B: Fold change da
quantificacdo das bandas de proteina utilizando o ImageJ. CS: controle de solvente (DMSO 0,2% +
EtOH 0,2%); SFN: sulforafano (8uM); vit D: vitamina D (16 nM). B-actina foi utilizado como controle
enddgeno. *p<0,05 e **p<0,01 (Teste t de Student,). Média + desvio padréo (n=3).
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Figura 37. Resultado da anélise de expresséo de proteinas de células PC-3 apoés 24
horas de tratamento com sulforafano e vitamina D por western blot.
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A: Representacdo das bandas das proteinas analisadas por western blot. B: Fold change da
quantificacdo das bandas de proteina utilizando o ImageJ. CS: controle de solvente (DMSO 0,2% +
EtOH 0,2%); SFN: sulforafano (8uM); vit D: vitamina D (16 nM). B-actina foi utilizado como controle
enddgeno. *p<0,05 e **p<0,01 (Teste t de Student,). Média + desvio padrao (n=3).

4.16. Analise da rede de interacdo entre os compostos e genes/proteinas
estudadas

A rede de interag¢fes preditas construida utilizando a base de dados STITCH
demonstrou que as interagdes entre 0s compostos, genes e proteinas estudadas
formam um grupo biologicamente conectado (Figura 38), apresentando mais
interacbes do que o esperado (observadas/esperadas 151/75) (p<0,001), com
coeficiente de agrupamento igual a 0,947, e vias de sinalizacdo em cancer, sinalizacdo
do TNF, regulagédo de morte celular programada e processo apoptotico dentre as vias
mais representadas (http://stitch.embl.de/cgi/network.pl?taskid=bZ5eRbMyFfpk).
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Figura 38. Rede de interacdes preditas entre sulforafano, vitamina D, genes e
proteinas analisadas no presente estudo utilizando a base de dados STITCH.
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5. Discusséao

O cancer de prostata é o segundo mais incidente e a quinta causa de morte por
cancer em homens no mundo (SUNG et al.,, 2021). Pacientes com a doenca
respondem inicialmente a terapia, mas o tumor eventualmente progride para formas
mais agressivas (FONTANA et al., 2020). Embora as terapias convencionais sejam
bastante eficazes, a progressdo para metastase, toxicidades associadas a terapia e
problemas relacionados a eficacia se desenvolvem ao longo do tempo. Assim, novas
estratégias terapéuticas ndo toxicas e eficazes sdo necessarias, destacando o
potencial dos nutracéuticos como potentes agentes anticancer (REED; RAINA;
AGARWAL, 2018).

Apbs o diagndstico de cancer, muitos pacientes recorrem a suplementacdo com
nutracéuticos, buscando algum beneficio a salde, no entanto, certos suplementos
podem inibir ou alterar o metabolismo de agentes terapéuticos, influenciando na sua
eficacia. Por outro lado, alguns compostos naturais, sozinhos ou em associacdo com
a dieta, podem auxiliar na quimioprevencdo, inibindo os estdgios iniciais da
carcinogénese e de metastases (CALVANI; PASHA; FAVRE, 2020). Muitos ensaios
clinicos foram realizados para testar a efichcia de nutracéuticos em pacientes, e
confirmaram parcialmente os resultados promissores obtidos em modelos pré-clinicos
(FONTANA et al., 2020).

As evidéncias crescentes de estudos pré-clinicos e clinicos sugerem que 0s
bioativos da dieta podem modular véarias vias de sinalizagdo envolvidas no
desenvolvimento e progressdo do cancer, assim, as associacfes desses compostos
podem promover a morte celular, inibir a proliferacéo e invasao celular, sensibilizar as
células tumorais e estimular o sistema imunologico (RIZEQ et al., 2020).

Di Nunzio et al. (2017) demonstraram a importancia de se avaliar os efeitos
sobre a viabilidade celular e citotoxicidade in vitro de bioativos da dieta em
concentracdes proximas as plasméticas, e consideram obrigatéria a realizagdo desses
ensaios antes dos estudos para analise dos efeitos de bioativos em outros parametros
celulares.

Dentre os testes que investigam a viabilidade celular de substancias in vitro, o
mais amplamente utilizado é o ensaio do MTT descrito por Mosmann (1983). Nesse
ensaio, o sal de MTT que possui coloracdo amarela, é reduzido pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase de células viaveis a cristais de formazan, de cor puarpura.

Logo, a quantidade de cristais produzida é proporcional a atividade metabdlica das
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células avaliadas (MOSMANN, 1983). Todavia, muitos trabalhos tém relatado
resultados falso-positivos com o uso deste método, ja que o sal de MTT pode ser
reduzido por outros tipos de substancias, como os flavonoides (CHAN et al., 2013;
MAIOLI et al., 2009; WANG; HENNING; HEBER, 2010), e por diferentes organelas
celulares, como membrana plasmatica, mitocondrias, endossomos e lisossomos. Sob
microscopia confocal foi demonstrado que a localizacdo da maioria dos depdsitos de
formazan visualizados n&o séo coincidentes com a das mitocondrias (STOCKERT et al.,
2018). Deste modo, € necessario que a avaliagdo da viabilidade celular seja realizada
utilizando-se mais de um ensaio e, consequentemente, avaliando-se mais de um
parametro.

Devido as limitacdes apresentadas pelo ensaio do MTT, também foi realizado o
ensaio do vermelho neutro, baseado na incorporacdo do corante vermelho neutro por
células viaveis. Este corante penetra na membrana celular por difusdo passiva e se
deposita nos lisossomos, se ligando a sua matriz. O corante é extraido das células
utilizando-se solucdo de etanol acidificada e a absorbancia é medida em
espectrofotbmetro. O paradmetro analisado por este ensaio é a integridade dos
lisossomos, que possuem pH menor do que o do citoplasma. Assim, o corante entra no
lisossomo e se mantem dentro dele. Quando a célula perde a capacidade de manter os
diferentes gradientes de pH, o corante ndo pode ser retido. Entretanto, do mesmo modo
que o ensaio do MTT, este ensaio também possui limitacdes, pois substancias volateis,
instaveis ou com baixa solubilidade ndo sdo passiveis de avaliacdo por esse método
(REPETTO; PESO; ZURITA, 2008). Diante do exposto, sugere-se 0 uso em conjunto
de metodologias que avaliem a viabilidade celular de substancias por meio de
diferentes parametros como o procedimento mais indicado para evitar resultados
falso-positivos.

A citotoxicidade foi avaliada utilizando-se o ensaio LIVE/DEAD com a
associacdo dos corantes calceina AM e homodimero de etidio (EthD-1), permitindo
uma definicdo mais especifica da viabilidade, visto que o uso de apenas um corante
pode gerar resultados ambiguos, principalmente quando ocorre permeabilidade da
membrana celular apos o tratamento. O EthD-1 € um corante que s6 consegue
permear e marcar células mortas ou com danos a membrana celular. A calceina AM
marca células com membranas intactas capazes de reté-la no citoplasma, mas se
difunde para fora da célula quando ha dano na membrana (JOHNSON; NGUYEN;
CODER, 2013).
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Para o estudo da atividade bioldgica in vitro de bioativos da dieta, € importante
gue sejam selecionadas concentracdes correspondentes a maior concentragao
fisioldgica encontrada no plasma, pois a biodisponibilidade destas substancias sdo um
fator limitante em sua administragdo em humanos (DI NUNZIO et al., 2017;
TORTORELLA et al., 2015). O tempo de exposicao € outro fator que deve ser levado
em consideracdo, portanto, no presente estudo o tempo de tratamento inicial de 72
horas foi escolhido, visto que a remoc¢édo dos metabdlitos de sulforafano no plasma
ocorre 72 horas ap0s a ingestao de brocolis em humanos (SHAPIRO et al., 1998).

Considerando as recomendacfes citadas acima, no presente estudo foram
selecionadas inicialmente concentracfes maximas de vitamina D (2, 4, 8, 16 e 32 nM)
e sulforafano (1, 2, 4, 8 e 16 uM) proximas as concentracdes plasmatica descritas na
literatura para serem testadas quanto a viabilidade celular apés 72 horas de
tratamento em células DU145 e PC-3.

O sulforafano demonstrou resultados semelhantes para as duas linhagens no
ensaio do MTT, com diminuigao da viabilidade celular em concentragdes a partir de 2
M. No entanto, no ensaio do vermelho neutro, ele exibiu reducgé&o da viabilidade maior
em células PC-3 (= 4 yM) quando comparado as células DU145 (= 8 uM), sugerindo
qgue o sulforafano atinge o metabolismo celular de maneira semelhante nas duas
linhagens, enquanto a integridade dos lisossomos € mais afetada em células PC-3 do
que em células DU145.

Como a linhagem PC-3 tem origem em um sitio metastatico de osso, a
descoberta de substancias que possam agir de maneira seletiva para esta linhagem
tem grande relevancia para os casos de cancer de prostata em estagios avancados,
uma vez que metastases esqueléticas ocorrem em mais de 80% dos casos de cancer
de prostata em estagio avancado e conferem um alto nivel de morbidade (STURGE;
CALEY; WAXMAN, 2011).

Quando comparados os resultados obtidos com os dois tipos celulares
utilizados em ensaio de MTT, observou-se que a vitamina D diminuiu a viabilidade
somente em células PC-3, com reducdo da viabilidade celular de até 12% na
concentracéo de 32 nM. Estes resultados corroboram os de Zhuang et al. (1997), que
observaram diminuicdo da proliferacdo celular (menos de 10%) de PC-3 apoés
tratamento com 10 nM de vitamina D por 96 horas, no entanto, os autores também

encontraram esta mesma resposta para células DU145.
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Em ensaio de vermelho neutro a vitamina D demonstrou diminuicdo da
viabilidade em torno de 25% em PC-3 (32 nM) apdés 72 horas de tratamento,
corroborando os achados de Sha et al. (2013) que observaram até 25% de inibicao
do crescimento celular em PC-3 apds exposicao a vitamina D por 96 horas.

Ha muito tempo ja foi demonstrado que as células tumorais de prostata (DU145,
PC-3 e LNCaP) expressam o receptor de vitamina D (VDR) (SKOWRONSKI; PEEHL;
FELDMAN, 1993). Em células que apresentam VDR, a enzima CYP24A1 tem como
papel principal limitar ou atenuar a acdo de calcitriol nas células. A expressao de
CYP24A1 é induzida pelo préprio calcitriol, isto sugere que o aumento de calcitriol em
células alvo poderia desencadear o catabolismo mediado por CYP24A1l e entdo
proteger as células do excesso de ativacdo da via VDR (JONES; PROSSER,;
KAUFMANN, 2012). Por isto, a superexpressdo de CYP24A1 em células tumorais
pode ser um fator que afeta a biodisponibilidade de calcitriol e sua atividade
antiproliferativa pré-clinica e clinica (LUO et al., 2013). O promotor de CYP24Al é
hipermetilado em linhagens LNCaP e PC-3 que apresentam baixa expressdo de
CYP24A1, enquanto em células DU145 o promotor é completamente ndo metilado,
promovendo alta expressdo de CYP24A1 (LUO et al., 2010). Juntos, estes dados
podem ajudar a justificar o maior efeito citotoxico da vitamina D em células PC-3.

Outros trabalhos tém mostrado inibicdo do crescimento celular em
concentracdes muito além daquelas ja encontradas no plasma humano. Os resultados
de Li et al. (2015) apontam até 100% de inibicdo do crescimento em células DU145
tratadas com a vitamina D (2000 nM) por 72 horas, e Wang et al. (2012) encontraram
reducdo da viabilidade celular pelo ensaio do MTT em células tumorais de eséfago
(EC9706) tratadas com vitamina D (40-160 uM) por 48 horas. Entretanto, em estudo
sobre a farmacocinética de calcitriol em pacientes, foi determinada a maxima dose
tolerada (MTD) com pico de concentracdo plasmatica em torno de 12 ng/mL
(aproximadamente 30 nM), demonstrando a recuperacdo dos niveis plasméticos
normais dentro de 72 horas ap0s exposicao ao calcitriol (MUINDI et al., 2009). De
acordo com os resultados apresentados por Miundi et al. (2009), foram estabelecidos
os parametros do presente estudo, e concentracdes muito acima da MTD né&o
correspondem com a realidade clinica observada em humanos.

Na avaliacdo do sulforafano, o ensaio do MTT demonstrou maior reducéo da
viabilidade celular quando comparado ao ensaio do vermelho neutro. Enquanto a

vitamina D reduziu a viabilidade de DU145 por ensaio de vermelho neutro, ndo
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apresentando efeito no ensaio do MTT. Isto pode ser devido aos diferentes
mecanismos de acdo especificos de cada composto testado, jA que cada ensaio
estima a viabilidade celular por um parametro distinto. O tipo da linhagem celular
também influencia no desempenho dos ensaios de Vviabilidade. Portanto, é
recomendavel a aplicacdo de mais de um ensaio para avaliagdo da viabilidade celular
(KAMILOGLU et al., 2020).

A partir dos resultados do presente estudo e dos achados na literatura, foi
testada a associagdo da vitamina D ao sulforafano com o objetivo de se verificar a
ocorréncia de um possivel efeito sinérgico para células humanas tumorais de proéstata,
DU145 e PC-3. Existem trés possiveis tipos de interacdes para substancias que séo
administradas em conjunto: (1) as farmacodinamicas, que geralmente resultam da
associacao de duas substancias com mecanismos de acao similares e podem resultar
em uma reducado na eficacia (antagonismo), um aumento na toxicidade de uma ou
ambas (toxicidade sinérgica), ou um efeito anteriormente ndo observado e que nao
esta relacionado a nenhuma das substancias (efeito coalistico) (BULUSU et al., 2016).
Mas, quando apenas uma das substancias € ativa e o efeito da associacéo for maior,
€ chamado de “potencializagdo” (FOUCQUIER; GUEDJ, 2015); (2) as
farmacocinéticas, que ocorrem quando uma das substancias altera a absorcao,
distribuicdo, metabolismo e/ou excrecdo da outra; (3) e as farmacéuticas, que
acontecem quando duas substancias fisica ou quimicamente incompativeis
interagem, resultando na inativacdo de uma ou ambas (BEIJNEN; SCHELLENS,
2004).

A fim de se observar uma possivel interacdo entre sulforafano e vitamina D foi
realizado o ensaio de MTT em células DU145 e PC-3 ap0s incubagéo simultanea com
os dois bioativos por 72 horas. No entanto, as respostas obtidas pela associacéo das
duas substancias na viabilidade celular foram iguais as respostas exibidas por
sulforafano avaliado individualmente. Desse modo, a associagao da vitamina D ao
sulforafano néo provocou alteracdo na viabilidade de células tumorais de prostata, néo
demonstrando efeito sinérgico nem antagonico decorrente da associacdo dos
compostos.

Apesar de ndo encontrar interagcéo entre sulforafano e vitamina D que pudesse
diminuir a viabilidade celular além do efeito observado com sulforafano apdés
tratamento simultaneo, em alguns casos, protocolos de tratamento sequenciais
podem apresentar melhores resultados (AL-LAZIKANI; BANERJI; WORKMAN, 2012).
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Portanto, testamos o efeito da associacéo de sulforafano e vitamina D em protocolos
de pré e pos-tratamento nas células tumorais de prostata utilizando ensaio de MTT.
Contudo, as respostas apresentadas foram as mesmas observadas em tratamento
simultaneo.

No presente estudo, sulforafano (2, 4 e 8 uM) e vitamina D (16 nM) foram
testados em células ndo tumorais de pele (HaCaT) em ensaio de MTT, mas néo
encontramos efeitos diferentes dos apresentados pelas linhagens tumorais de
prostata. A associacdo dos nutracéuticos em tratamento simultdneo também néo
diminuiu a viabilidade celular quando comparado ao tratamento isolado com
sulforafano, assim como em células DU145 e PC-3. Clarke et al. (2011) testaram
sulforafano em células normais e tumorais de prostata, e observaram atividade
citotdéxica e antiproliferativa seletiva de sulforafano em células tumorais. Hac et al.
(2020) demonstraram que sulforafano foi seletivamente antiproliferativo para células
PC-3 em relacao as células normais de fibroblasto dermal (HDFa). Embora sulforafano
nao tenha apresentado atividade seletiva sobre a viabilidade celular comparando
células tumorais de préstata com HaCaT, os resultados da literatura sdo promissores
guanto ao seu efeito seletivo.

Com o ensaio LIVE/DEAD foi possivel observar que, em células DU145, as
concentracbes de sulforafano de 4 e 8 pM foram citotoxicas apds 72 horas de
tratamento, enquanto em células PC-3, somente a concentracdo de 8 uM induziu
morte celular. Apds testar a associacdo em protocolo de tratamento simultaneo, os
resultados mostraram que a vitamina D potencializou o efeito do sulforafano,
aumentando sua citotoxicidade em relacéo ao tratamento com sulforafano isolado em
ambas as linhagens.

Em estudos de outras associacdes entre sulforafano e diferentes bioativos da
dieta, foi notado tanto efeito sinérgico como antagdnico. As associacbes de
sulforafano:diindoliimetano (2,5 a 20 uyM) parecem inibir a proliferacdo de células
tumorais de coélon (40-16 derivadas de HCT116) de maneira antagbnica, enquanto as
associacbes em concentragdes citotoxicas de 40 yM ou mais, atuam de maneira
sinérgica (PAPPA et al., 2007). Chen et al. (2013) também observaram estes efeitos
ao associar diversas concentracdes de sulforafano (7,5, 10 e 15 pM)a
epigalocatequina galato (5, 10, 20 e 30 upM), com a associacdo
sulforafano:epigalocatequina galato (10:20 uM) demonstrando melhor efeito. Ainda,

Jiang et al. (2010) associaram sulforafano (25 uM) a resveratrol (25 uM) e verificaram
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um aumento do efeito antiproliferativo de sulforafano em células de glioma (U251). Ao
observarmos o0s resultados descritos na literatura, notamos a utilizacdo de
concentracbes maiores aquelas investigadas no presente estudo, indicando que a
associacdo de sulforafano a vitamina D poderia apresentar melhores resultados em
concentracbes maiores, embora concentracbes muito elevadas nao sejam
clinicamente relevantes devido a limitacdo da biodisponibilidade dos compostos.

No presente estudo, sulforafano (8 uM) induziu aumento de células apoptoticas,
inibicdo da atividade clonogénica e parada de ciclo celular em DU145 (fase S e G2) e
PC-3 (fase G2). Sulforafano e seus metabolitos parecem inibir o crescimento de
muitos tipos de cancer e os mecanismos de acdo pelos quais esses induzem
citotoxicidade tém sido amplamente estudados (BERNKOPF et al., 2018; CHANG et
al., 2013; KIM et al., 2016; PAWLIK et al., 2013; TSAI; TSAI; WU, 2019). Assim, 0s
dados na literatura demonstram que sulforafano induz ativacdo de caspases,
expressao elevada de BAX, clivagem de PARP e condensacdo de cromatina nuclear
(BERGANTIN et al., 2014; JO, G. H. et al., 2014; MONDAL et al., 2016).

Seus metabdlitos, sulforafano-cisteina e sulforafano-N-acetil-cisteina, podem
desencadear o desequilibrio dindmico e a ruptura de microtabulos, levando a
apoptose as células DU145 e PC-3 (ZHOU et al., 2018). Em células de
hepatocarcinoma (HepG2), sulforafano induziu morte celular por apoptose, inibicdo da
atividade clonogénica, parada do ciclo celular (fase G2/M) e danos no DNA,
modulando as vias MAPK e AKT (SANTOS, P. W. S et al., 2020). Ainda foi relatado
um incremento nas proteinas associadas ao estresse do reticulo endoplasmatico
causado pelo sulforafano, relacionando seu efeito pro-apoptético a ativacdo dessas
vias de sinalizacéo e a modulacéo do ciclo celular, agindo em reguladores chave, tais
como ciclinas, quinases dependentes de ciclinas (CDKSs) e inibidores de CDKs de uma
maneira dependente do tipo celular, dose e tempo de tratamento, induzindo a parada
do ciclo celular nas fases G1, S e G2/M (RUSSO et al., 2018).

Sulforafano e seus metabdlitos inibiram a migracdo de células tumorais de
pulméo (A549) (RAKARIYATHAM et al., 2019; ZHENG et al., 2019) e induziram danos
no DNA de células de osteosarcoma (MG-63) (OLIVEIRA et al., 2014a),
hepatocarcinoma (HepG2) (SANTOS, P. W. S. et al., 2020) e cancer de mama (MCF-
7, MDA-MB-231 e SK-BR-3) (LEWINSKA et al., 2017). Apesar dos dados da literatura
apresentarem diminuicdo da migracdo celular e aumento de dano no DNA, nao

encontramos 0s mesmos resultados utilizando as concentragbes de 2, 4 e 8 uM de
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sulforafano em células tumorais de prostata. No entanto, quando associados, houve
um aumento dos danos no DNA em células DU145.

A possivel interagéo entre sulforafano e vitamina D foi testada quanto a inducéo
de morte por apoptose, diminuigdo da atividade clonogénica, modulagéo do ciclo
celular e inibicdo da migracdo. Os resultados observados na associacdo dos
nutracéuticos foram iguais aos encontrados para sulforafano isolado. Desse modo, a
associacédo da vitamina D ao sulforafano ndo aumentou seu efeito anticancer em
células tumorais de prostata, indicando que nao houve efeito sinérgico e nem
antago6nico apos o tratamento associado. Considerando que o sulforafano ndo perdeu
sua atividade apds o tratamento simultdneo com vitamina D, € possivel supor que néo
houve interacdo farmacéutica, portanto, a vitamina D ndo foi capaz de inativar o
sulforafano.

A autofagia é um processo intracelular no qual os constituintes celulares sao
englobados por autofagossomos e degradados apos a fusdo do autofagossomo com
os lisossomos. A autofagia serve como um importante processo citoprotetor,
mantendo a homeostase celular e reciclando o contetdo citoplasmético. No entanto,
evidéncias recentes sugerem que a autofagia € um mecanismo primario de morte
celular, podendo implicar em diversos aspectos fisiolégicos em mamiferos, incluindo
supressao tumoral. Em células tumorais, foi observada a inducéo de morte autofagica
por agentes indutores de espécies reativas de oxigénio (JUNG; JEONG; YU, 2020).

A relacado da autofagia na morte celular pode ser definida como: (i) morte celular
associada a autofagia, onde a inducdo da autofagia coincide com a inducdo da
apoptose (ou outras vias de morte celular), e a autofagia acompanha o processo de
morte celular mas nao tem papel ativo nele; (ii) morte celular mediada por autofagia,
qguando a inducao de autofagia provoca a apoptose; e (iii) morte celular dependente
de autofagia, que representa um mecanismo de morte celular independente de
apoptose ou necrose (DENTON; KUMAR, 2019).

ApOs o tratamento com sulforafano, foi possivel observar aumento da atividade
autofagica nas duas linhagens de cancer de préstata. Sulforafano ja havia
demonstrado inducdo de autofagia em células tumorais de préstata PC-3 e LNCaP
(HERMAN-ANTOSIEWICZ; JOHNSON; SINGH, 2006). Os efeitos citotoxicos e a
inducao de autofagia dependente de estresse oxidativo também foram observados em
células de cancer e pancreas (NAUMANN et al., 2011) e células neuronais (JO, C. et

al., 2014). E o metabdlito sulforafano-N-acetil-cisteina induziu autofagia por meio da
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ativacdo de ERK1/2 (MAPK1) em células de glioma U87MG e U373MG (LIU et al.,
2018).

A vitamina D nao induziu autofagia em tratamento isolado, no entanto, em
tratamento associado a inducéo de autofagia foi maior que no tratamento isolado com
sulforafano na concentracdo de 4 uM em células DU145 e de 8 uM em células PC-3.
A associacdo de sulforafano com vitamina D em camundongos obesos inibiu a
atividade de histona desacetilase e ativou a indugcdo de autofagia (LI et al., 2019).
Esses resultados sugerem que a vitamina D pode potencializar o efeito do sulforafano
guanto a inducdo de morte celular associado a autofagia, uma vez que houve aumento
da autofagia, mas ndo da apoptose apos o tratamento associado em DU145 e PC-3.

Embora a maioria dos compostos bioativos da dieta possua capacidade
antioxidante em baixas doses, em altas doses podem induzir atividade pré-oxidante,
levando ao aumento nas concentracdes de espécies reativas intracelulares
(NAVANEETHAKRISHNAN; ROSALES; LEE, 2019). A regulacdo das concentracfes
de espécies reativas é crucial para a manutencao celular. Quando as concentracdes
estdo moderadas, contribuem para o controle da proliferacéo e diferenciacao celular.
Se a producédo de espécies reativas aumentar ou a capacidade de elimina-las diminuir,
as células passardo por um estresse oxidativo. Essa condi¢do pode causar diversos
danos e morte das células, assim, uma estratégia anticancer alternativa € uso de
inibidores de enzimas antioxidantes ou agentes capazes de aumentar a producéo de
espécies reativas para provocar a morte de células tumorais (PERILLO et al., 2020)

Para determinar a producdo de espécies reativas, foi utilizado o marcador CM-
H2DCFDA. Esse marcador se difunde passivamente pelo interior das células, onde &
convertido em uma forma néo fluorescente (CM-H2DCF) pela acdo de esterases
intracelulares, sendo posteriormente oxidado por espécies reativas em CM-DCF, que
€ altamente fluorescente (FORKINK et al., 2010).

Apesar de muito estudos demostrarem a atividade antioxidante de sulforafano
(AKBARI; NAMAZIAN, 2020; OLIVEIRA et al., 2014b; RUHEE; SUZUKI, 2020;
SANTOS, P. W. et al., 2020), alguns autores observaram induc&o de espécies reativas
apos o tratamento de células in vitro com o composto (CHHUNCHHA; KUBO; SINGH,
2019; CHOI et al., 2008; LIANG et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2014b; PARK et al.,
2014).

Apés 24 horas de tratamento com sulforafano 8 pM, foi observada uma

diminuicdo de espécies reativas em células DU145 e PC-3, apresentado uma
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porcentagem menor que a do controle negativo. Este efeito também foi observado por
Prata et al. (2018), que mostraram que sulforafano regula negativamente a expressao
de AQP8 (transporte de H202) e Nox2 (producdo de H202) em células leucémicas
(B1647), limitando a producdo de H202 e sua entrada nas células, e inibindo a
viabilidade celular. Em células humanas de estbmago (MNPOl1) a reducdo das
espécies reativas foi regulada pela ativacdo da via NRF2 (SANTOS, P. W. et al.,
2020). Kumar et al. (2008) demonstrou que altas concentracdes de H202 e superdxido
séo produzidos em células DU145 e PC-3, e a inibicdo de Nox nessas células resultou
na inibicdo da proliferacdo e migracao celular, causando parada de ciclo celular em
fase G2/M. Esses resultados indicam que a manutencdo de uma alta concentracao
intracelular de espécies reativas € importante para manter o equilibrio redox e a
sinalizacdo celular em células tumorais, e que sulforafano é capaz de diminuir a
viabilidade dessas células inibindo a producéo e transporte de espécies reativas.

Sulforafano isolado ndo induziu estresse oxidativo, mas quando associado a
vitamina D foi possivel observar um aumento de espécies reativas em 3 horas de
tratamento em células DU145 e PC-3, além de um aumento apés 24 horas de
tratamento em células DU145. Essas alteracdes na homeostase redox das células
DU145 e PC-3 podem estar relacionadas com o aumento da autofagia e danos no
DNA observados no tratamento associado, pois o acumulo de espécies reativas
perturba a homeostase redox e pode danificar componentes celulares, como lipidios,
proteinas e o DNA, causando danos graves nas células tumorais e resultando em
morte celular induzida por apoptose, autofagia ou necroptose (KIM; KIM; SEO, 2019).

A fim de tentar elucidar os mecanismos responsaveis pelas respostas obtidas
apos o tratamento associado, foram investigadas as expressodes de genes e proteinas
de células DU145 e PC-3 tratadas com sulforafano (8 uM) e vitamina D (16 nM),
isolados e associados.

Os resultados apresentados indicam que os efeitos observados pela
associacdo de sulforafano a vitamina D sdo decorrentes da modulagdo de
genes/proteinas das principais vias de sinalizacido desreguladas nos tumores, como
WNT, AKT e MAPK (SHORNING et al., 2020). Dentre os alvos que tiveram suas
expressoes alteradas pelo tratamento associado estdo genes/proteinas responsaveis
pela regulacdo de morte, ciclo e adesao celular e estresse oxidativo.

Apos o tratamento com a associacao foi observado maior expressao dos genes

MAPK1 e CCNB1 e das proteinas BAX e NRF2 nas duas linhagens, enquanto a
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proteina BCL2 foi menos expressa. Em células DU145 a expressao dos genes CDK1
e CTNNBL1 e das proteinas CASP8, CASP3 e JNK foi aumentada. E em células PC-3
0 gene TNF e as proteinas CASP8 e JNK tiveram menor expressado. Essas diferencas
na modulacdo dos alvos devem-se aos perfis transcricionais especificos de cada
linhagem.

Enquanto em células DU145 tanto a via intrinseca (BAX/BCL2) como a via
extrinseca (CASP8 e CASP3) foram moduladas, em célula PC-3 somente a via
intrinseca foi ativada. Rutz et al. (2020) encontraram diminui¢ao da viabilidade celular,
proliferacéo, efeito clonogénico, parada de ciclo e aumento da acetilacdo de histonas
em DU145 e PC-3 tratadas com sulforafano, mas observaram que a alteracdo da
sinalizacao intracelular ndo ocorreu pelos mesmos mecanismos nas duas linhagens.
Além disso, a morte celular por apoptose em células PC-3 parece ser independente
da ativacdo de caspases, ao contrario de células DU145, que demonstrou maior
expressado das caspases 3 e 8. Karmakar et al. (2006) observaram que ambas as vias
dependentes e independentes de caspase estavam envolvidas na apoptose induzida
por sulforafano em células de gioblastoma T98G e U87MG.

A proteinas p53 é um importante supressor tumoral que modula diversas
funcdes como reparo de DNA, ciclo celular e apoptose. Mutacbes no gene p53
ocorrem em alta frequéncia em CRPC, sugerindo mutantes p53 como possiveis alvos
para intervencfes terapéuticas da doenca. Enquanto células PC-3 sdo p53-null,
DU145 coexpressam dois mutantes diferentes, p53°223- e p53Vv274F, Aggarwal et al.
(2019) demonstraram que o isotiocianato de fenetil (PEITC), encontrado em vegetais
cruciferos, inibiu a proliferacdo de células DU145 de forma seletiva e dependente do
tipo de mutacdo em p53. PEITC induziu apoptose e parada de ciclo em fase G1,
restaurando o mutante p53°223- de células DU145 e ativando alvos de p53, como BAX,
p21, PUMA e MDM2 (AGGARWAL et al.,, 2019). Esses resultados comprovam a
importancia de utilizar linhagens com diferentes tipos de mutacdes para avaliacéo de
compostos. As mutacdes de p53 também podem estar relacionadas com algumas
diferencas observadas nos resultados em células PC-3 e DU145 no presente estudo.

A JINK (quinase N-terminal c-Jun), tem papel importante no crescimento do
carcinoma da préstata in vitro e in vivo, controlando processos como apoptose,
proliferacéo, migracéo, sobrevivéncia, diferenciacéo e inflamacao através da ativacao
de diversas moléculas. Muitos estimulos podem ativar JNK, incluindo, estresse

oxidativo, toxinas e farmacos. A ativacdo de JNK pode desencadear a cascata



79

mediada pela caspase 8 induzindo a apoptose. No entanto, a inibicdo de JNK também
tem demonstrado diminuicao da proliferacao celular e inducéo de apoptose em células
de cancer de proéstata (XU; HU, 2020). Nossos resultados mostraram ativacéo de JNK
e CASP8 em células DU145, diferente de células PC-3, onde esses alvos foram
inibidos apos o tratamento associado. Apesar das diferencas na modulacéo dos alvos,
as respostas ao tratamento sdo semelhantes nas duas linhagens.

Os resultados de Cho et al. (2005) indicam que sulforafano diminuiu o nimero
de células viaveis por meio da ativagdo da sinalizacdo mediada por JNK, gerando
ROS, causando parada de ciclo em fase G2/M e apoptose dependente de caspase
em células DU145. A vitamina D parece regular todo o processo de tumorigénese,
desde o inicio até a metdstase e as interacdes célula-microambiente. Esses
mecanismos incluem a proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, autofagia,
transicdo epitelial-mesenquimal, modulacdo de interacBes célula-microambiente
como angiogénese, efeito antioxidante, inflamacédo e sistema imunologico (JEON;
SHIN, 2018).

Alguns estudos mostraram que a associacdo de vitamina D ao sulforafano é
capaz de modular a via de sinalizacdo WNT e inibir histonas desacetilases em células
de cancer colorretal (Caco-2) e de mama (TMX2-28) (HOSSAIN, 2017; LEE; YANG,;
LIU, 2015), além de induzir autofagia em camundongos Apc'®38N (heterozigotos para
mutac&do germinativa no gene Apc e utilizados para estudar tumorigénese intestinal)
(LI et al., 2019). Portanto os resultados encontrados no presente estudo corroboram
os descritos na literatura, e com a predicédo das interacfes dos compostos com 0s
alvos e entre os alvos, podemos verificar uma possivel rede de sinalizagéo
responsavel pelos efeitos observados pela associacéo de sulforafano e vitamina D.

E importante ressaltar que, devido a variabilidade de paciente para paciente, a
acdo independente dos farmacos € suficiente para explicar a superioridade clinica de
muitas associacdes que apresentam auséncia de sinergia ou aditividade, pois cada
paciente pode responder a unico farmaco ou a associacdo desses (PALMER,;
SORGER, 2017). Além de observar potencializacdo dos efeitos de sulforafano ao
associa-lo com vitamina D em concentracfes clinicamente relevantes, como inducao
de estresse oxidativo, inducédo de autofagia, morte celular e modulacdo de genes e
proteinas, as outras atividades anticancer de sulforafano nao tiveram reducdo apés a
associacao dos nutracéuticos.

Em resumo, em células DU145, sulforafano associado a vitamina D aumentou
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a citotoxicidade, estresse oxidativo, danos no DNA e autofagia, envolvendo ativacao
da via MAPK (JNK e MAPK1) e WNT (CTNNB1), aumento da expressao de proteinas
BAX, CASP8, CASP3 (pro-apoptéticas) e NRF2 (antioxidante), de genes CDK1 e
CCNB1 (reguladores do ciclo celular), e diminuicdo da expressao da proteina BCL2
(anti-apoptotica). Em células PC-3, a associacdo dos nutracéuticos promoveu maior
efeito sobre a citotoxicidade, estresse oxidativo e autofagia, aumento da expresséo
dos genes MAPK1 e CCNBL1 e das proteinas BAX e NRF2, e diminuigdo do gene TNF
e proteinas JNK, CASP8 e BCL2. A modulacdo da via MAPK parece ser a principal

responsavel pelos efeitos observados com a associacéo de sulforafano e vitamina D.
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6. Conclusbes

o Nos ensaios de viabilidade celular (MTT e vermelho neutro), vitamina D
diminuiu a viabilidade de ambas as linhagens em concentragbes de 16 e 32 nM.
Sulforafano diminuiu a viabilidade de células DU145, PC-3 e HaCaT apos o tratamento
com concentracdes a partir de 2 pM. A associacdo dos compostos nao alterou a

viabilidade das linhagens em comparacéo aos tratamentos isolados.

o Em ensaio de citotoxicidade Live/Dead, sulforafano foi citotoxico em
concentragcdes de 4 e 8 uM em células DU145 e somente em concentracdo de 8 uM
em células PC-3. As associacdes de sulforafano (4 e 8 uM) e vitamina D (16 nM)

aumentaram o efeito citotoxico de sulforafano nas duas linhagens.

. Em células DU145 a concentracdo de 8 uM de sulforafano aumentou as
células em apoptose, diminuiu a capacidade de formar coldnias, e parou o ciclo celular
em fases S e G2, diminuindo o niumero de células em fase G1. Apds o tratamento
associado nao foram observadas alteracbes em nenhum desses parametros quando

comparado aos tratamentos isolados.

. Em células PC-3, a concentracdo de 8 uM de sulforafano aumentou as
células em apoptose e parou o ciclo celular em fase G2, diminuindo o niumero de
células em fase G1. Vitamina D (16 nM) e sulforafano (2, 4 e 8 pM) diminuiram a
capacidade de PC-3 formar colbnias. ApGs o tratamento associado, também néo
foram observadas alteracdes em nenhum desses parametros quando comparado aos

tratamentos isolados.

o A atividade migratéria de células DU145 e PC-3 analisada por ensaio de
wound healing, ndo apresentou diferenga significativa em nenhum dos tratamentos

avaliados.

o Apods 24 horas de tratamento, vitamina D (16 nM) e sulforafano (2, 4 e 8
puM) ndo diminuiram a viabilidade celular em tratamento isolado. No entanto, todas as
associacOes testadas em células DU145 e a associacdo de 8 uM de sulforafano e
vitamina D (16 nM) em células PC-3, diminuiram a viabilidade celular em relacéo aos

tratamentos isolados.
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o Em ensaio de indugédo de autofagia a concentracdo de 8 pM de
sulforafano aumentou a atividade autofagica em células DU145 e PC-3. A associacao
de vitamina D (16 nM) ao sulforafano (4 uM) potencializou a inducao de autofagia em
células DU145 quando comparado aos tratamentos isolados. Em células PC-3, a
associacao de vitamina D (16 nM) ao sulforafano (8 uM) potencializou a inducao de

autofagia.

o Em ensaio de estresse oxidativo, sulforafano (8 pM) diminuiu a
porcentagem de espécies reativas apos 24 horas de tratamento das duas linhagens.
A associacdo de vitamina D (16 nM) ao sulforafano (2 uM) aumentou as espécies
reativas apos o tratamento de 3 horas em células DU145 e PC-3. A associacao de
vitamina D (16 nM) ao sulforafano (4 uM) aumentou as espécies reativas apos o

tratamento de 24 horas somente em células DU145.

. N&o foi observada alteracdo na inducédo de danos no DNA de ambas as
linhagens tratadas com sulforafano ou vitamina D isolados. Mas ap0s o tratamento
associado de vitamina D (16 nM) e sulforafano (8 uM), houve um aumento dos danos
no DNA de células DU145.

. Em células DU145 foi observado o aumento da expressdo dos genes
MAPK1, CCNB1, CDK1 e CTNNB1 apds o tratamento associado. Em células PC-3
foi observado o aumento da expresséo dos genes MAPK1 e CCNB1 e diminuicdo do

gene TNF apds o tratamento associado.

o Apos o tratamento associado, as proteinas BAX, CASP8, CASP3, NRF2
e JNK foram mais expressas, e BCL2 menos expressa em relagdo ao controle em
células DU145. Em PC-3, a expressdo de BAX e NRF2 aumentou, enquanto a
expressdo de BCL2, CASP8 e JNK diminuiu.

o A predicdo de interacdo entre os alvos e 0s compostos estudados
demonstrou uma rede biologicamente conectada, sugerindo a via MAPK como
principal via de sinalizacédo responséavel pelos efeitos observados pela associagéo de

sulforafano e vitamina D.
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