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RESUMO

TAKAYASU, B. S. Estudo comparativo dos efeitos citotoxicos de B-Sitosterol e 3-
Secosterol em células tumorais e nao tumorais de figado de rato. 2023. 83 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia de Sistemas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

O pB-Sitosterol (BSito) é o fitoesterol mais abundante encontrado em plantas e
alimentos enriquecidos com fitoesterol. Seu consumo tem aumentado devido a sua
capacidade de reduzir o risco de doencas cardiovasculares ao inibir a absorcao do
colesterol. Porém, o BSito € propenso a oxidagcao por espécies reativas de oxigénio,
como o 0zOnio, gerando oxifitoesterdis. E necessario compreender os efeitos
biolégicos e os mecanismos de acdo desses compostos, uma vez que seus efeitos na
salde humana permanecem controversos. Considerando o metabolismo hepatico
desses esterois, conduzimos um estudo para investigar os efeitos do BSito e do seu
principal oxifitosterol 3-Secosterol (3Sec), produzido por oxidacdo pelo ozb6nio, na
viabilidade celular, distribuicdo do ciclo celular, morfologia celular, organizacdo do
citoesqueleto e adeséo focal nas linhagens BRL-3A (células de figado imortalizadas
de R.norvegicus) e HTC (hepatoma de rato). Para isso, empregamos as técnicas de
MTT, excluséo por azul de tripano e dupla marcacdo com Hoechst 33342 e iodeto de
propideo para medir a viabilidade celular; técnica de citometria de fluxo para avaliar a
progressao do ciclo celular; marcadores e corantes fluorescentes para analisar a
morfologia celular e adesao focal. Nossos resultados demonstraram que (BSito nao
provocou efeitos significativos nas duas linhagens celulares, enquanto BSec causou
danos em ambas. Entretanto, as células tumorais se mostraram mais sensiveis ao
oxifitoesterol em relagdo as néo tumorais, uma vez que foi necessaria uma menor
concentracéo para observar seus efeitos. Nas células BRL-3A e HTC, BSec provocou
diminuicdo na viabilidade celular, induziu parada do ciclo celular em fase G0/G1,
causou alteragbes morfoldgicas e na organizacao do citoesqueleto e modificagdes na
distribuicdo da vinculina presente em adesfes focais. Estes efeitos se mostraram
reversiveis, uma vez que as células se recuperaram dos danos sofridos apds a
remocao do composto. Entretanto, observamos que apenas a morfologia celular de
células BRL-3A mantiveram alteracbes. Deste modo, nossos resultados
demonstraram possiveis efeitos celulares induzidos por Sito e BSec, essenciais para
melhor compreender potenciais acdes benéficas ou adversas relacionadas aos seus
usos terapéuticos.

Palavras-chave: Beta-Sitosterol. Fitoesterois. Oxifitoesterois. Morfologia celular.
Citoesqueleto.



ABSTRACT

TAKAYASU, B. S. Comparative study of the cytotoxic effects of B-Sitosterol and
B-Secosterol on tumor and non-tumor rat liver cells. 2023. 83 f. Dissertation
(Masters thesis in Systems Biology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo, 2023.

B-Sitosterol (BSito) is the most abundant phytosterol in plants and phytosterol-enriched
foods. Its consumption has increased due to its ability to reduce the risk of
cardiovascular diseases by inhibiting cholesterol absorption. However, BSito is prone
to oxidation by reactive oxygen species, such as ozone, generating oxyphytosterols. It
is necessary to understand the biological effects and mechanisms of action of these
compounds, as their impact on human health remains controversial. Considering the
hepatic metabolism of these sterols, we conducted a study to investigate the effects of
BSito and its main oxyphytosterol B-Secosterol (3Sec), produced by ozone oxidation,
on cell viability, cell cycle distribution, cell morphology, focal adhesion in BRL-3A
(immortalized liver cells of R.norvegicus) and HTC (rat hepatoma) cell lines. For this,
we used the techniques of MTT, trypan blue exclusion, and double labeling with
Hoechst 33342 and propidium iodide to measure cell viability; flow cytometry technique
to assess cell cycle progression; and fluorescent markers to analyze cellular
morphology and focal adhesion. Our results demonstrated that $Sito did not cause
significant effects either in BRL-3A or in HTC cells while Sec caused damage in both
cell lines. However, tumor cells were more sensitive to oxyphytosterol compared with
non-tumor cells since a lower concentration was needed to observe its effects. In BRL-
3A and HTC cells, BSec caused a decrease in cell viability, induced cell cycle arrest in
the GO/G1 phase, and caused morphological alterations, and changes in the
organization of the cytoskeleton and in the distribution of vinculin present in focal
adhesions. These effects proved reversible, as the cells recovered from the damage
suffered after the compound was removed. However, we observed that only the cellular
morphology of BRL-3A cells maintained the alterations. Thus, our results demonstrated
possible cellular effects induced by BSito and BSec, essential to understanding
potential beneficial or adverse actions related to their therapeutic uses.

Keywords: Beta-Sitosterol. Phytosterols. Oxyphytosterols. Cell morphology.
Cytoskeleton.



1. INTRODUGAO

Os fitoesterois sdo compostos esteroides com propriedades bioativas, sendo o
B-sitosterol (BSito) um dos mais abundantes e largamente distribuido em O6leos
vegetais, sementes, graos, frutas, alimentos enriquecidos e suplementos nutricionais
(CHENG et al., 2020), sendo os esterdis predominantes na dieta humana o B-
Sitosterol (BSito), Campesterol e o Estigmasterol (LIANG et al., 2011). A capacidade
em reduzir os riscos de desenvolvimento de aterosclerose, pela inibicdo da absorcao
intestinal de colesterol, tem contribuido para o aumento no consumo de esteroéis
vegetais (LIANG et al., 2011). Estima-se que a ingestdo humana diaria de fitoesteroéis
€ de aproximadamente 40 a 400 mg, variando de acordo com os habitos alimentares
de cada regido (OSTLUND, 2002).

Os fitoesteradis, por apresentarem o anel esteroide comum com quatro anéis e
um grupo hidroxila na posi¢céo 3B do carbono 3 (C3), sdo semelhantes ao colesterol.
As diferencas estruturais sdo encontradas principalmente na substituicdo da cadeia
lateral em C24 com a presenca do grupo metila ou etila (HOVENKAMP et al., 2008).
Devido a sua estrutura quimica, os fitoesteréis sdo propensos a oxidacao por espécies
reativas de oxigénio, gerando os oxifitoesterdis ou produtos oxidados de fitoesteroéis
(LIANG et al., 2011; LUTJOHANN, 2004). Essa reacao de oxidacdo pode ocorrer no
processamento e armazenamento de alimentos e possivelmente no organismo
humano apds sua ingestdo (LIN; KNOL; TRAUTWEIN, 2016; O’CALLAGHAN;
MCCARTHY; O'BRIEN, 2014).

Embora tenha semelhanca estrutural ao colesterol, os fitoesterdis apresentam
menor biodisponibilidade oral em relacao ao colesterol, sendo em torno de 5% a 10%
do total consumido absorvido via intestinal, enquanto a absorcao de colesterol é de
45% a 54% do total ingerido (CAO et al., 2023; CHAN et al., 2006). A concentracéo
plasmatica média de BSito, principal fitoesterol encontrado em alimentos, € de
aproximadamente 8 uM/L (CHAN et al., 2006).

BSito é o fitoesterol mais abundante (WOYENGO; RAMPRASATH; JONES,
2009) e varios oxifitoesterois derivados da sua oxidagcdo como 7a-OH-Sitosterol, 7(3-

OH-Sitosterol, a-epoxi-Sitosterol, B-epoxi-Sitosterol e 7-keto-Sitosterol ja foram



caracterizados e descritos em literatura (Figura 1) (HOVENKAMP et al., 2008;
TOMOYORI et al., 2004).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos diferentes éxidos do 3-Sitosterol.
Fonte: Rozner; Garti, 2006. Modificado.

1.1. Efeitos biolégicos e mecanismos de agao do B-Sitosterol e oxifitoesterois

Estudos relatam que o BSito, além de diminuir o nivel da lipoproteina de
colesterol de baixa densidade (LDL), também se mostra como um potencial
fitoquimico anticancerigeno, exibindo efeitos inibitorios significativos na proliferacao
de varias linhagens celulares de cancer estabelecidas in vitro e in vivo (CAO et al.,
2023). BSito induz apoptose em varias linhagens celulares, como céancer de célon
(AWAD et al., 1996), de prostata (RAMPRASATH; AWAD, 2015), de mama (AWAD;
DOWNIE; FINK, 2000) e gastrico (SHIN et al., 2018). Em células de linfoma histiocitico
difuso (U937) e de leucemia promielocitica aguda (HL60) quando expostas ao BSito
(20, 20 ou 30 pM) por 48h, houve indugdo dose-dependente no bloqueio do ciclo
celular em fase G2/M e endorreduplicacao apés 72 h, sendo observado que as células
endorreduplicadas sofreram apoptose (MOON et al., 2008). Quando em concentracao
de 16 pM, o BSito é capaz de inibir em 70 % o crescimento de células de
adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231) e causar parada do ciclo celular na fase
G2/M (AWAD; WILLIAMS; FINK, 2001). Interessantemente, BSito parece nao
apresentar citotoxicidade em células de origem ndo tumorais, como L132 de pulmao
(RAJAVEL et al., 2017).



As caracteristicas farmacoldgicas potenciais de BSito ja descritas sao agao anti-
inflamatéria, efeito hipolipemiante, antiaterosclerético, hepatoprotetor, antitumoral,
antidiabético (BAO et al., 2022), entre outras. Embora BSito apresente potenciais
efeitos na prevencao e tratamento do cancer, ainda ndo é conhecido os mecanismos
exatos pelos quais ele atua (CAO et al., 2023). No entanto, seus mecanismos
antitumorais podem incluir, inducdo da apoptose celular, causar a parada do ciclo
celular, regular o estresse oxidativo de maneira bidirecional, melhorar a
reprogramacao metabdlica, inibir a invasdo e metastase, estimular a modulacdo da
imunidade e inflamacéo, além de auxiliar no combate a resisténcia aos medicamentos
(CAO et al.,, 2023). Embora possa exercer varios beneficios, BSito € propenso a

oxidacao, resultando nos oxifitoesterdis (SCHOLZ et al., 2015).

Os oxifitoesterois detectados no plasma e tecidos humanos (GRANDGIRARD
et al., 2004), podem advir da ingestéao alimentar ou pela formacao endogena resultante
da oxidacdo de fitoesterdis, embora ainda ndo seja clara como ocorre sua formacgéo
in vivo (WANG; LU, 2018). Em modelo experimental de camundongo, Baumgartner et
al. relataram que apesar de altas concentracdes plasmaticas de fitoesterdéis, apenas
no tecido hepatico houve aumento na concentracdo de oxifitoesterdis, indicando
potencial formacdo no figado e que a presenca plasmatica desses produtos seja em
consequéncia do transbordamento hepatico para a circulagdo (BAUMGARTNER et
al., 2022).

Alguns estudos indicam que os oxifitoesterdis podem contribuir para processos
patolégicos da aterosclerose (LIN; KNOL; TRAUTWEIN, 2016). Investigacdes feitas
por Liang et al. (2011), demonstraram que camundongos submetidos a uma dieta
contendo 0,1 % de B-Sitosterol durante seis semanas, apresentaram redugao do
colesterol total plasmatico, de LDL colesterol e diminuicdo de triacilglicerois, no
entanto, quando usadas dietas contendo 0,1 % de seus produtos de oxidagao, houve
perda na capacidade anti-aterosclerética (LIANG et al.,, 2011). Plat et al. (2014)
indicaram que camundongos com deficiéncia em receptores de LDL (LDLR +/-)
tiveram o agravo do processo aterosclerotico quando submetidos a uma dieta rica em
oxifitoesterodis durante 35 semanas (PLAT et al., 2014). Yang et al. (2013) mostraram
que produtos oxidados de BSito parecem diminuir o relaxamento vascular através do
aumento na produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da regulacao positiva

da COX-2, indicando comprometimento na funcionalidade da aorta (YANG et al., 2013).



Por outro lado, ha outros relatos que demonstram que os produtos de oxidagao
apresentam citotoxicidade, promovem a apoptose celular (ROUSSI et al., 2005; RYAN
et al., 2005), disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo (ROUSSI et al., 2007),
modulam a inflamacéo (ALEMANY et al., 2012) e apresentam atividade antiviral (DOS
SANTOS SOUZA MARINHO et al., 2016). Além de possivel acéo antiproliferativa em
varias linhagens celulares de origem tumoral (HOVENKAMP et al., 2008), assim como
demonstrado em estudos com 7a-OH-Sitosterol, 73-OH-Sitosterol, a-epoxi-Sitosterol,
B-epoxi-Sitosterol e 7-Keto-Sitosterol, em que apresentam efeitos em linhagens
tumorais, podendo causar efeitos citotoxicos, ter acdo proé-inflamatéria, causar a
disfuncdo mitocondrial, deplecdo de glutationa, estresse oxidativo e inducdo da
apoptose (HOVENKAMP et al., 2008). Os compostos 7p-OH-Sitosterol e 7-keto-
Sitosterol apresentam citotoxicidade em células de adenocarcinoma colorretal (CaCo-
2), de linfoma histiocitico (U937) e de hepatocarcinoma (HepG2) (RYAN et al., 2005),
havendo evidéncias também de que o 7-keto-Sitosterol causa aumento na producao
de ROS e induz apoptose em células HepG2 (KOSCHUTNIG et al., 2009). O 7a-OH-
Sitosterol tém efeito citotdoxico em concentragdes de 0,5 até 80 yM em células HepG2,
em linhagem celular de cancer oral (HSC-4) e de cancer de mama (MCF-7), apds 24
h de exposicdo demonstrando ser concentracdo e tempo dependente. Em células
endoteliais microvasculares dérmicas (HMEC) nao foi perceptivel efeito citotoxico
significativo (TASYRIQ et al., 2012).

Embora muitos trabalhos estejam associados aos efeitos biolégicos dos
oxifitoesterdis em células tumorais, pouco se sabe sobre seus efeitos no ciclo celular,

na morfologia celular e organizacdo do citoesqueleto e adeséao celular.

1.2. Ozodnio como agente oxidante do B-Sitosterol

O ozobnio (Os) apresenta forte potencial oxidativo e € muito utilizado como
agente sanitizante por industria agroalimentares e de processamento de alimentos
(MODESTI et al., 2021). Apesar de Os ser naturalmente presente na estratosfera, seu
aumento tem sido detectado na troposfera, principalmente em areas urbanas, em
consequéncia ao aumento da poluicdo (ABDUL AZIZ; RAHMAN; MOHD ALI, 2019).
Considerando esses fatores somados ao aumento no consumo de alimentos

enriguecidos com fitoesterois, maiores sdo as chances de formacéo de oxifitoesterodis



em alimentos através da oxidag&o pelo 0z6nio. A sintese, isolamento e caracterizacao
guimica de oxifitoesteroéis gerados por esta via de oxidacao, foram relatadas por Martin
et al. (Figura 2), mostrando B-Secosterol como principal produto (MARTINS et al.,
2020). Nossos estudos anteriores demonstraram que BSec causa diminuicdo na
viabilidade de células hepéticas tumorais HepG2, além de provocar alteracdes
morfologicas e nucleares, e promover parada em fase GO0/G1 do ciclo celular
(TAKAYASU et al., 2020).
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Figura 2 - Reacio de oxidagao do B-Sitosterol pela ozonizagao.
Fonte: Martins et al., 2020.

1.1. Ciclo celular

O ciclo celular ocorre por uma sequéncia ordenada de eventos em uma célula
para duplicar seu material genético e se dividir, produzindo novas células-filhas
(BARNUM; O’CONNELL, 2014). O controle da duplicagdo celular € regulado por
proteinas que conferem a integridade genética prevenindo a propagagéo de danos no
DNA (OTTO; SICINSKI, 2017).

A progressdo do ciclo celular € caracterizada por quatro fases distintas e
sequenciais, sendo elas G0/G1 (gap0O/gap1), S (sintese), G2 (gap2) e M (mitose)
(WANG, 2022). As células de muitos tecidos adultos sdo encontradas em um estado

nao proliferativo denominado GO, podendo ser momentaneo (estado de quiescéncia),



ou permanente, seguido de diferenciagao terminal ou senescéncia (OTTO; SICINSKI,
2017).

Para células eucariontes, a replicagao do DNA ocorre na fase S do ciclo celular,
enquanto a segregacao dos cromossomos homodlogos sao vistos na mitose
(BARNUM; O'CONNELL, 2014). As fases S e M sao separadas pelas fases G1 e G2,
caracterizadas por serem um periodo de atividade elevada, com obtencdo de massa,
crescimento, organizagdo do genoma duplicado e preparo para a segregagao
cromossOmica (BARNUM; O’CONNELL, 2014). As fases do ciclo celular sao
reguladas e impulsionadas por proteinas quinases dependentes de ciclinas (CDKs),
sendo ciclicamente ativadas, formando complexos com as ciclinas correspondentes
(OTTO; SICINSKI, 2017).

Para que se inicie o ciclo celular, as células quiescentes sao estimuladas por
fatores mitogénicos que ativam uma série de cascatas de sinalizagao intracelular que
resultam na inducao de varias proteinas, assim como o0 aumento nos niveis de ciclinas
do tipo D e consequente formagao de complexos ativos de ciclinas D e CDKs 4 e 6
(OTTO; SICINSKI, 2017). O controle positivo da atividade de CDK4 e 6 é realizada
pela ligagao de ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3), enquanto sua inibigao ocorre pela
ligag&o de inibidores de CDK da familia INK4, composta por p16'NK4A p15INKB 1 8INK4C
e p19NK4D (MALUMBRES; BARBACID, 2001). O complexo ciclina D-CDK4/6
sequestra inibidores de CDKs, como p21€P1e p27XP1 que inibem a ativagao de ciclina
E-CDK2, além de fosforilarem inumeros alvos celulares, entre eles a proteina
supressora de tumor de retinoblastoma (pRb), permitindo a liberacdo do fator de
transcricao E2F e consequente ativagao de genes relacionados com a progressao do
ciclo celular de G1 para S, sintese de DNA, elementos estruturais da cromatina,
segregagao dos cromossomos e genes associados ao ponto de verificagdo de
montagem do fuso mitético (OTTO; SICINSKI, 2017). E2F também aumenta a
transcricdo de ciclinas E1 e E2, que formam complexos com CDK2 e auxiliam na
hiperfosforilagdo de pRb (BARNUM; O’'CONNELL, 2014). Na fase S, ocorre a rapida
degradacao de ciclina E por ubiquitinacdo e CDK2, agora livre, se complexa com
ciclina A2 recém sintetizada, atuando na fase S e G2 (OTTO; SICINSKI, 2017). Na
fase G2, ha ligacdo da CDK1 a ciclinas A2 e B e apds a entrada em mitose, ocorre a
degradacéao de ciclina A2 com a manutengao do complexo ciclina B-CDK1, relevante

tanto para o inicio da mitose quanto para condugao de varios eventos mitéticos



(BARNUM; O’'CONNELL, 2014). No periodo tardio da mitose, ha degradagéo da
ciclina B, diminuindo a atividade de CDK1, contribuindo para segregagao
cromossOmica com a finalizagdo da mitose, seguida pela citocinese (GAVET; PINES,
2010).

Durante o processo carcinogénico, ha desregulagdo na progressao e controle
do ciclo celular e em vias de sinalizagéo correlatas, provocada por mutagées em genes
responsaveis pela codificagdo de proteinas reguladoras do ciclo (BARNUM;
O’CONNELL, 2014).

1.2. Citoesqueleto de microtubulos e microfilamentos

Os microtubulos, filamentos de actina e filamentos intermediarios formam o
citoesqueleto (FLETCHER; MULLINS, 2010). Os microtubulos s&o polimeros
constituidos por heterodimeros de a e [B-tubulina que associados formam os
protofilamentos e a associacao de treze protofilamentos dao origem a sua estrutura
cilindrica e oca (BROUHARD; RICE, 2014). Seus heterodimeros apresentam
instabilidade dinamica com capacidade de polimerizar e despolimerizar rapidamente,
sofrendo a répida remodelagdo do citoesqueleto ao longo do ciclo celular
(BROUHARD; RICE, 2014; NOGALES, 2001). Os microtubulos desempenham papel
importante na montagem do fuso mitético, transporte intracelular, posicionamento de
organelas, sinalizacdo célula-célula, motilidade e manutencdo da estrutura celular
(FLETCHER; MULLINS, 2010).

Os filamentos de actina ou microfilamentos, juntamente com os microtubulos,
exercem fungdes relevantes na proliferagdo, migragcao, diferenciacdo e apoptose
celular, além de fornecerem estabilidade mecénica as células e mediarem respostas
a estimulos mecanicos externos (KUBITSCHKE et al., 2017). A actina € uma das
proteinas encontrada em maior quantidade nas células, estando presente na forma
de mondmero livre e esférico (G-actina), ou na forma polimérica formando

microfilamentos de dupla hélice linear e filamentosa (f-actina) (REN et al., 2021).

O citoesqueleto de actina possui uma dinamica espacial e temporal que
possibilita mudancas rapidas em resposta a diferentes estimulos fisiolégicos ou

patoldgicos, de modo que a alteragéo da sua distribuicao, equilibrio ou dinamica do



pool de actina, esta associada com diversas patologias, como o envelhecimento e
cancer (REN et al., 2021).

Muitos agentes quimioterapicos apresentam a capacidade de se ligarem aos
microtubulos (MT), modificando a polimerizacdo e a sua dinamica, resultando no
blogueio da mitose e consequente morte celular (PAIER et al., 2018). Esses agentes
sao representados, predominantemente, por compostos naturais extraidos de plantas,
esponjas marinhas ou bactérias, além de seus derivados sintéticos (BOIARSKA;
PASSARELLA, 2021). Os agentes direcionados aos microtubulos séo classificados
em estabilizadores ou desestabilizadores (DUMONTET; JORDAN, 2010). Os agentes
estabilizadores, assim como taxanos, sao caracterizados por promoverem a
polimerizagdo dos microtubulos, enquanto os agentes desestabilizadores, como
alcaloides da vinca ou de ligacdo ao local da colchicina, promovem a
despolimerizacdo dos microtubulos (PAIER et al., 2018). Altera¢cGes na instabilidade
dindmica dos microtubulos (montagem e desmontagem), acarretam em mudancas
conformacionais as células, podendo resultar em morte celular (BOIARSKA,
PASSARELLA, 2021). Assim como observado para os microtubulos, toxinas naturais
também podem provocar a despolimerizagao (citocalasinas, latrunculinas e toxinas
botulinicas) ou a polimerizacdo (jasplakinolide) dos filamentos de actina (LAZARO-
DIEGUEZ et al., 2008).

1.3. Adesao focal

As adesdes focais sao formadas por complexos proteicos que permitem a
adesao ceélulas-matriz, através da ligacdo do citoesqueleto a matriz extracelular
(MEC), sendo mediada por receptores transmembrana denominadas integrinas
(LEGERSTEE; HOUTSMULLER, 2021). Esse tipo de adesdo apresenta fungao
relevante na sinalizagdo celular, migragdo celular, progressao do ciclo celular,
proliferagcéo, diferenciagéo e reparacédo (MISHRA; MANAVATHI, 2021). As adesdes
focais sdo complexos dindmicos, em continua formagao e desmonte (LEGERSTEE;
HOUTSMULLER, 2021).

A formacao de adesdes focais se da pela ligacao inicial de integrinas a MEC,

induzindo seu agrupamento e formando pequenos aglomerados modulares que



resultam na ativacdo desses receptores transmembrana (LEGERSTEE;
HOUTSMULLER, 2021). Em seguida, na porcéo intracelular, ha o recrutamento de
inumeras proteinas adaptadoras diferentes, assim como a talina, paxilina e vinculina
que auxiliam o recrutamento de outras proteinas, promovendo a ligagdo com a fibra
de estresse de actina (LEGERSTEE; HOUTSMULLER, 2021). Foi observado por
microscopia de super resolugao que a ligagéo dessas proteinas se organiza em uma
nanoarquitetura dividida em trés camadas paralelas, constituidas por uma porc¢ao de
sinalizagdo de integrina direcionada a membrana, uma porcdo intermediaria de
ligac&o a actina e uma porgéo superior reguladora da actina (BAYS; DEMALI, 2017).
A vinculina € inicialmente encontrada na porgao sinalizadora, porém logo apos, €
direcionada para a porcao de ligagao a actina, facilitando o recrutamento de outras
proteinas com fungéo de regular a dindmica de adeséao focal, favorecendo a migragéao
celular (BAYS; DEMALI, 2017).



6. CONCLUSOES

BSito ndo mostrou efeitos significativos na viabilidade celular (quando medida
pelo azul de tripano e pela marcagao fluorescente), no ciclo celular e ndo provocou
alteragdes na morfologia celular das duas linhagens celulares. Opostamente, fSec
promoveu diminui¢do significativa na viabilidade celular, parada do ciclo celular em
fase G0/G1, alteragdes morfolégicas com desorganizagao das redes de microtubulos
e microfilamentos, além de induzir alteracdo na adesao celular de células BRL-3A e
HTC. Embora Sec tenha provocado efeitos em células tumorais e ndo tumorais, é
importante ressaltar que células HTC mostraram maior sensibilidade ao composto
quando comparado as células BRL-3A, uma vez que foi necessaria menor
concentragcdo para observar os efeitos. Observamos também, que BSec atuou de
maneira reversivel, com excegdo da morfologia celular de células ndo tumorais,

indicando que o oxifitoesterol tenha efeitos mais duradouros em células BRL-3A.

Deste modo, nossos resultados demonstraram que BSito ndo promoveu
citotoxicidade em células BRL-3A e HTC, enquanto seu oxifitoesterol BSec apresentou
efeitos toxicos nas duas linhagens celulares, sendo mais acentuado na morfologia

celular de células ndo tumorais.

Em conclusao, este trabalho contribui para melhor compreender potenciais
acOes benéficas ou adversas relacionadas aos usos terapéuticos de fitoesterodis e

oxifitoesterais.
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