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RESUMO

O presente estudo realizou a avaliacdo da Luffa operculata, uma planta medicinal,
para a busca de novas substancias terapéuticas no tratamento do cancer gastrico.
Essa planta pertence a familia Cucurbitaceae, que é rica em cucurbitacinas,
triterpenos estudados para acdo anticancer. Ela € popularmente conhecida como
“cabacinha” ou “buchinha do Norte” e na literatura relata que é utilizada para o
tratamento da sinusite, congestdo nasal, além de ser utilizada como abortivo,
devido sua acgdo citotdxica. A avaliagdo da fitoquimica do extrato do fruto de Luffa
operculata confirmou a presenca de cucurbitacina B (CB) como componente
majoritario. O ensaio com MTT nas linhagens de cancer gastrico AGP01, ACP02 e
ACPO03, confirmou a alta citotoxicidade de CB e do extrato dessa planta, com
destaque para a maior seletividade do extrato na linhagem de cancer gastrico
ACPO03. O ensaio de necrose e apoptose mostraram que o Extrato Etandlico do
Fruto (EEF) e CB provocaram alto indice de morte, principalmente por apoptose. A
avaliacdo do ciclo celular por citometria verificou que EEF e CB induziram o
aumento do percentual de células na fase G2/M, principalmente na AGP01. O
ensaio de migracao celular também verificou que EEF e CB inibiram essa atividade,
com destaque para ACP03. Também se avaliou a expressao génica de MYC,
BCL2, CCND1 e EPCAM nos modelos celulares AGP01, ACP03 e MRC-5 expostos
aos produtos de L. operculata e se verificou que tanto EEF quanto CB impactaram
na diminuigdo da expressédo de MYC na ACPO03, esse achado corroborou com os
resultados fenotipicos deste estudo, visto que a baixa expressao desse gene esta
relacionada tanto a reducao da progressao celular quanto a baixa sobrevivéncia
das células neopléasicas. Acredita-se que CB, componente majoritario de EEF, atua
como inibidor de STAT3, e que essa inibicdo pode estar associada tanto a
diminuicdo da expressao de MYC, assim também como a capacidade de CB inibir
proteinas da familia Janus quinase, o que inclusive foi verificado no estudo docking
molecular ja que CB foi capaz de interagir favoravelmente com JAK1 e JAK2. Essa
interacdo poderia impedir que JAK se autofosforilar, logo, ndo atuaria na via
JAK/STAT, que atua na ativacdo de STAT3. Outro resultado interessante foi do
ensaio de micronudcleos, onde a exposicdo a EEF e CB que néo resultou em
inducéo da genotoxicidade significante. Portanto, a alta indugdo da morte de células
do cancer gastrico, a influéncia na baixa expressdo de MYC, e o baixo risco
genotoxico, sdo evidéncias muito favoraveis de que o extrato e a cucurbitacina de
Luffa operculata sdo promissoras para novos estudos que possam confirmar a
utilizagcéo deles na terapia no cancer, inclusive com a possibilidade da formulagao
de um fitoterapico.

Palavras chave: Cucurbitacina; Luffa operculata; MYC; citotoxicidade; STAT3.



ABSTRACT

The present study carried out the evaluation of Luffa operculata, a medicinal plant,
for the search for new therapeutic substances in the treatment of gastric cancer.
This plant belongs to the Cucurbitaceae family, which is rich in cucurbitacins,
triterpenes studied for anticancer action. It is popularly known as "cabacinha" or
"buchinha do Norte" and in the literature reports that it is used for the treatment of
sinusitis, nasal congestion, in addition to being used as an abortifacient, due to its
cytotoxic action. The phytochemical evaluation of the Luffa operculata fruit extract
confirmed the presence of cucurbitacin B (CB) as the major component. The assay
with MTT in the gastric cancer lines AGP01, ACP02 and ACPO03, confirmed the high
cytotoxicity of CB and the extract of this plant, highlighting the greater selectivity of
the extract in the gastric cancer lineage ACP03. The necrosis and apoptosis assay
showed that the Ethanol Fruit Extract (EEF) and CB caused a high rate of death,
mainly by apoptosis. Cell cycle assessment by cytometry verified that EEF and CB
induced an increase in the percentage of cells in the G2/M phase, mainly in AGPO1.
The cell migration assay also found that EEF and CB inhibited this activity,
especially ACP03. The gene expression of MYC, BCL2, CCND1 and EPCAM in cell
models AGP01, ACP03 and MRC-5 exposed to L. operculata products was also
evaluated and it was found that both EEF and CB impacted the decrease in MYC
expression in ACPO03, this This finding corroborated the phenotypic results of this
study, since the low expression of this gene is related to both reduced cell
progression and low survival of neoplastic cells. It is believed that CB, the major
component of EEF, acts as an inhibitor of STAT3, and that this inhibition may be
associated with both the decrease in MYC expression, as well as the ability of CB
to inhibit Janus kinase family proteins, which has even been verified in the molecular
docking study since CB was able to interact favorably with JAK1 and JAK2. This
interaction could prevent JAK from autophosphorylating, therefore, it would not act
in the JAK/STAT pathway, which acts on STAT3 activation. Another interesting
result was from the micronucleus assay, where exposure to EEF and CB did not
result in significant genotoxicity induction. Therefore, the high induction of gastric
cancer cell death, the influence on the low expression of MYC, and the low genotoxic
risk are very favorable evidence that Luffa operculata extract and cucurbitacin are
promising for further studies that can confirm the their use in cancer therapy,
including the possibility of formulating a phytotherapic.

Keywords: Cucurbitacin; Luffa operculata; MYC; cytotoxicity; STAT3.



1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A pesquisa com plantas medicinais para a busca de novas substancias
terapéuticas € uma estratégia na descoberta de novos farmacos, inclusive é
continuamente incentivada pelas politicas publicas como a Politica Nacional de
Medicamentos em 1998, que estabelece em sua diretriz o desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico para apoiar as pesquisas que visem o aproveitamento do
potencial terapéutico da flora e fauna nacionais, enfatizando a necessidade de
certificacdo de suas propriedades medicamentosas; e € ratificada pela Politica e
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos de 2006 que tem o
objetivo de garantir o acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e
fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento
da cadeia produtiva e da industria nacional (Brasil, 1998; Brasil, 2006).

As plantas medicinais também sao fonte significativa de drogas sintéticas e
medicamentos fitoterdpicos e muitas descobertas sdo resultados de estudos
etnobotanicos e etnofarmacologicos onde sdo observadas comunidades ou grupos
de pessoas em relagcéo ao uso de plantas e a correlacédo desse uso com o objetivo
de melhorar algum sintoma ou mesmo tratar alguma doenca. A partir dessas
observacdes, desenvolvem-se estudos quimicos, avaliacao bioldgica, toxicolégica
para que se possa compreender a veracidade da indicacdo terapéutica, se é
possivel modular essa acédo para outro objetivo, e se ha seguranca no uso de
substancias advindas da diversidade natural, ou seja, a ampla diversidade e a

compreensao do conhecimento popular nos trazem muitas hipoteses, muitas



possibilidades de investigacéo cientifica (Elisabetsky, 2003; Sakarkar; Deshmukh,
2011).

A Luffa operculata € popularmente conhecida como “cabacinha” ou
“buchinha do norte” (Menon-Miyake et al., 2005), e utilizada para o tratamento da
sinusite, congestao nasal, além de ser utilizada como abortivo (Caribé, 2008; Lanini
et al., 2009). O interesse em estuda-la surgiu apos levantamento na literatura, onde
foi possivel compreender que os efeitos relatados pelos usuarios dessa planta
medicinal estava relacionado a sua acao citotoxica. Vale ressaltar que o presente
grupo de pesquisa (Nucleo de Pesquisas em Oncologia - NPO) trabalha com
investigacdes relacionadas ao cancer, portanto, era necessario haver uma
associacdo da L. operculata com possivel efeito citotéxico em linhagens do cancer,
e foi possivel encontrar essa evidéncia em estudos que mostravam o isolamento
de cucurbitacinas a partir do extrato da Luffa operculata, e que a essas
cucurbitacinas foram atribuidas propriedades citotoxicas na terapia do céancer
através de inibicdo da expressao do gene do fator de osteoclastogénese sobre
células humanas Saos-2 (Kawahara et al., 2001; Kawahara et al., 2004; Sousa
Neto, 2006).

O interesse do grupo de pesquisa no estudo do cancer esta relacionado a
alta prevaléncia dessa doenca na populacéo, inclusive a Organizacdo Mundial de
Saude ressalta que o cancer € uma das quatro doengas néo transmissiveis — DNT
mais prevalentes, é a segunda causa de mortes no mundo, sendo que os tipos de
cancer mais incidentes sdo de pulméo, prostata, mama, colo do Utero, tireoide,
colorretal, cancer de estdbmago e figado. Vale ressaltar que uma grande

preocupacdo sobre esse assunto, decorre da maior prevaléncia de Obitos em
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paises de média e baixa renda, pois geralmente ndo estdo preparados para
gerenciar o grande numero de casos, assim como garantir o acesso ao diagnostico
e tratamento eficiente e em tempo habil. Em 2018, por exemplo, o cancer causou
9,6 milhdes de oObitos na populacdo mundial (WHO, 2022).

Nesse estudo o cancer gastrico foi o escolhido, e avaliando-se os indices
dos diferentes tipos de cancer, percebe-se que o cancer gastrico no Brasil aparece
em quarto lugar na incidéncia entre homens e em sexto, entre as mulheres. Porém,
guando avaliamos estimativa de novos casos para 2020 no estado do Para, a
estimativa era de 12,71 (taxa bruta) para homens e 7,05 para mulheres, logo, o
segundo mais frequente entre homens e o terceiro entre mulheres (INCA, 2020).
Esses indices no estado do Para justificam o interesse na escolha do tipo de cancer
da presente pesquisa, inclusive as linhagens de cancer utilizadas nesse estudo

foram estabelecidas a partir de amostras de paciente paraense.

1.2 INFORMACOES BOTANICAS, FITOQUIMICAS E ACOES
FARMACOLOGICAS DE Luffa operculata Cogn

Luffa operculata Cogn. é uma planta angiosperma e dicotiledénea da familia
Cucurbitaceae (figura 1), é nativa da América do Sul especialmente do Brasil. E
popularmente conhecida como cabacinha, buchinha e & empregada na medicina
popular no tratamento de sinusite, rinite (Caribé, 2008), também é utilizada como
purgativo e como emenagogo. Os extratos dos frutos indicam a presenca de

flavondides, taninos, saponinas, esteroides e/ou triterpendides (Brock et al., 2003).
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Figura 1: A: Fruto, folha e caule com gavinha de Luffa operculata; B: Fruto de Luffa
operculata em imagem mais aproximada.

Os flavondides tém atividade anti-inflamatdria, anti-hepatotdxica, anti-
hipertensiva, e muitas outras atividades, como a inibi¢cdo de atividade enzimética,;
possui também estrutura ideal para o sequestro de radicais, atuando como
importantes antioxidantes (Barreiros et al., 2006; Oliveira et al., 2009). Os taninos
possuem aplicacbes relacionadas, principalmente, com propriedades
adstringentes, podem exercer efeito antidiarréico e anti séptico (via interna) e
podem impermeabilizar as camadas mais expostas da pele e mucosas (via
externa). Por ter a capacidade de precipitar proteinas, 0s taninos propiciam um
efeito antimicrobiano e antifungico; também sédo hemostaticos e, sua atividade de
precipitacdo de alcaldides pode resultar em antidoto em casos de intoxicacdes
(Monteiro et al., 2005).

As saponinas sao glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Tem
uma estrutura com carater anfipatico, ou seja, parte da estrutura com caracteristica
lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra hidrofilica (agucares). Essa caracteristica
determina a propriedade de reducgéo da tensdo superficial da dgua e suas acgbes

detergentes e emulsificantes (Schenkel, et al., 2001). Os triterpenos de modo geral
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sdao tem diversas atividades biolégicas como acdo anti-inflamatéria,
gastroprotetora, hepatoprotetora, antitumoral (Oliveira, 2005).

Sabe-se que a familia Cucurbitaceae € rica em cucurbitacinas, que sao
triterpenos oxidados com esqueleto carbénico modificado. Os triterpenos,
juntamente com seus derivados glicosilados s&o considerados o0s agentes
responsaveis pela toxicidade potente observado nos extratos dos frutos de L.
operculata (Feitosa, 2011). A cabacinha age sobre as mucosas por efeito das
cucurbitacinas e de seus glicosideos, e a saponina presente nesta espécie colabora
com esta acdo, emulsificando compostos lipossolluveis ativos, o que facilita o
contato e absorcao da isocucurbitacina pelas mucosas e resulta em acao caustica
sobre as mesmas (MATOS, 1979; Feitosa, 2011).

Geralmente, a infusé@o de L. operculata € inalada ou instilada na cavidade do
nariz, liberando assim, grande quantidade de muco e aliviando sintomas
nasossinusais, porém pode causar irritacdo da mucosa nasal, epistaxe ou anosmia.
Diante destas consequéncias, Menon-Miyake (2005) e colaboradores avaliaram no
modelo ex vivo do palato isolado de ra, os efeitos da infuséo, e concluiram a infusao
de L. operculata promove alteracdes significativas no epitélio mucociliar, que estas
alteracdes eram dose-dependente e manifestavam-se apds curto periodo de
exposicao.

A partir do extrato bruto da Luffa operculata foram isoladas as duas primeiras
cucurbitacinas tipo lactona (neocucurbitacinas A e B), este estudo visava rastrear e
obter compostos naturais para serem utilizados como sondas para estudos
farmacoldgicos sobre a via de transducdo de sinal intracelular que dirige a

expressdo do génica da proteina PEBP2aA (proteina 2alfaA de ligagdo do
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intensificador de polioma) e do fator inibidor da osteoclastogénese - OCIF. A estas
cucurbitacinas foram atribuidas propriedades citotoxicas na terapia do cancer,
conforme dito anteriormente (Kawahara et al., 2001; Sousa Neto, 2006).

Ha ainda, evidéncia da atividade antimicrobiana do extrato alcodlico de L.
operculata, especialmente para Streptococcus pyogenes, seguido dos

Streptococcus pneumoniae e Sthaphylococcus aureus (Scalia, 2015).

1.3 EVIDENCIAS SOBRE ACAO DAS CUCURBITACINAS EM ALVOS E VIAS
QUE ATUAM NA MORTE E NA PROGRESSAO CELULAR

Uma longa série de ensaios in vitro e em modelos de células de cancer in
vivo tém demonstrado que cucurbitacinas podem inibir a proliferacdo celular e
induzir a apoptose. Geralmente as cucurbitacinas sdo consideradas inibidores
seletivos das vias de JAK / STAT, porém ndo se pode descartar que outros
mecanismos podem estar envolvidos nos seus efeitos apoptoticos, incluindo a via
MAPK (conhecida por ser importante para a proliferacdo e sobrevivéncia de células
neoplasicas); a clivagem de PARP; a expressdo da caspase-3 ativa; a diminuicdo
dos niveis p-STAT3 e JAK3; a diminuicdo em varios alvos de STAT3, tais como
Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, e ciclina D3, todos 0s quais estédo implicados na apoptose e o
controle do ciclo celular (Alghasham, 2013).

Ao investigar o efeito antitumoral de cucurbitacina B em células HEp2
verificou-se que cucurbitacina B promoveu eficacia significativa na inibicdo do
crescimento celular, na parada do ciclo celular na fase G2 / M, e na indugéao de
apoptose de uma maneira dependente da dose e do tempo. O estudo verificou a

modulacdo de reguladores do ciclo celular, apoptose e transducéo de sinal por
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analise de transferéncia de Western, observou-se que o efeito da cucurbitacina B
ocorreu devido a supressao da expressao de p-STAT3, Bcl-2 e ciclina B1 (Liu et
al., 2008).

Um estudo com cucurbitacinas B da planta Trichosanthes cucumerina Linn.
em linhagens SKBR-3 e MCF-7 de cancer de mama evidenciou citotoxicidade, e a
inibicdo do crescimento foi atribuida a parada do ciclo celular na fase G2/ M e a
apoptose. Também foi verificado aumento da clivagem de poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP) e diminuicdo das moléculas de sinalizacdo Wnt associados a
B-catenina, a galectina-3, ciclina D1 e c-Myc, e as correspondentes alteracdes nos
niveis de GSK-3p fosforilado. O trabalho sugeriu que a cucurbitacina B pode, em
parte, induzir a apoptose e exercer efeito inibidor do crescimento através de
interrupcdo da sinalizacdo Wnt (Dakeng et al., 2012).

Os estudos acima despertaram o interesse nos alvos MYC, BCL-2, CCND1
visto que estao associados a apoptose e ciclo celular, ja a escolha de EPCAM esta
relacionada ao cancer gastrico, pois a superexpressdo de EPCAM ¢é associada a
metastase e tumores maiores, logo, a um pior prognéstico no cancer gastrico (Dai
et al., 2017).

O proto-oncogene MYC estd relacionado a regulacdo de importantes
processos celulares como controle de crescimento, metabolismo, proliferacéo,
diferenciacéo e apoptose, mas além dos efeitos diretos nas células de cancer ja ha
evidéncias de que também é responsavel por coordenar a comunicacao entre
células neoplasicas e células imunes e devido a essa reacdo permite iniciacao,
progressao e metastase dos tumores (Hartl & Bister, 2021; Dhanasekaran et at.,

2022).
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O oncogene Bcl-2 € considerado anti-apoptético e esta relacionado ao
desenvolvimento de resisténcia a agentes quimioterapicos, por isso, € um alvo de
grande importancia na terapia do cancer. Sabe-se que as proteinas BCL-2
participam do controle da via intrinseca ou mitocondrial da apoptose, logo, a
promocado do cancer aconteceria devido a limitacdo da morte celular (Ebrahim et
al., 2016; Schenk et al., 2017).

O ultimo alvo escolhido foi 0 gene CCND1, e a sua ciclina D1 esta associada
a ativacdo das quinases dependentes de ciclinas (CDKs), as CDK4 e CDK®6, que
conduzem a progressao do ciclo celular da fase G1 para fase S. Esse gene
frequentemente tem uma superexpressao em tumores, logo, a elevada expressao
da sua ciclina é considerada como um biomarcador do cancer e da progressao da
doenca, ou seja, pode resultar em atividade CDK desregulada, que provoca
crescimento celular acelerado, com desvio de pontos de verificacdo celulares
importantes, desta forma, estimulando o crescimento do carcinoma (Musgrove et
al., 2011, Qie & Diehl, 2016; Xu & Lin, 2018).

Diante das informacdes desta planta amplamente utilizada na medicina
popular realizou a avaliacdo da fitoquimica do extrato do fruto de Luffa operculata
e do componente majoritario (cucurbitacina isolada), assim como a realizacdo de
docking molecular para avaliar via de ligacdo da cucurbitacina B, também foram
realizados ensaios in vitro de viabilidade celular, necrose e apoptose para elucidar
o potencial citotoxico do extrato do fruto de Luffa operculata e da cucurbitacina B
em linhagens neoplasicas humanas gastricas, em comparacdo com linhagem
humana ndo neoplasica; avaliou-se também se havia evidéncias de

genotoxicidade, ademais, se havia alguma influéncia no processo metastatico, no
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ciclo celular e na expresséo de genes relacionados a regulacdo do ciclo celular e
apoptose. O maior entendimento sobre a atividade e 0os possiveis efeitos adversos
dos produtos da L. operculata se justifica pela gama de aplicagbes potenciais do
uso desta na saude humana. Inclusive, tal abordagem pode elucidar se tumores
gastricos podem reagir de formas distintas a acdo do extrato e ndo somente a
cucurbitacina B, de modo que se fez necessaria uma correlacdo entre estes

resultados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a fitoquimica dos extratos e componente majoritario do fruto de
Luffa operculata, a interacdo molecular da cucurbitacina B, a acdo deles nos
processos de viabilidade celular, necrose, apoptose, ciclo celular, genotoxicidade,
migracao celular e expressao génica em linhagens de tecidos humanos para avaliar

potencial anticarcinogénico dessa espécie vegetal.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Caracterizar a fitoquimica dos extratos das sementes e dos frutos de Luffa
operculata, assim como do componente majoritario do fruto;

° Analisar o modo de interacdo da cucurbitacina B com as proteinas JAK1 e
JAK2 através de docking molecular in silico;

° Determinar a viabilidade das linhagens celulares humanas perante a
exposicdo aos extratos do fruto e sementes, e componente majoritario de Luffa
operculata;

° Avaliar necrose e apoptose celular e comparar os resultados entre todas as

linhagens tratadas com o extrato e substancia isolada de L. operculata;

° Investigar o potencial genotoxico do extrato e da substancia isolada de L.
operculata;
° Verificar se o extrato e a substancia isolada de L. operculata podem

influenciar no processo metastatico;
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° Observar se o0 extrato e substancia isolada de L. operculata podem modular

a expressao de genes associados ao processo de carcinogénese.
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that genomic instahility reflacts the grester cytotmicity of the fruit sthanoic edtracat (EEF). In addi-
fion, the EEF proved o be the most selective for ACPD2. The docking results showed that the iso-
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wirk demomstrated that the use of ethanol exirad can be a good alermative to fight gairic cancer.
& 221 The Authors. Pohiished by Elsevier B.V. on hehalf of King Sand University. This &an open access

anticls mnder the OF BY-NC-NTr heense {hitp:/ et veonmmons.org i censss Ty-ncend 4.0/

L Introduction

In Braril, there are botanical econds m the flora of Pard, Ama-
zonas, Maranhdo, Rio de Janem and Mmnas Gemas of Lafa
aperculata (L.) Cogn., which is an angosperm and dicoiyle-
donous plant of the Cucurbilacess famly. It © ditnbuled
throughout the Americss, and then are dsinbulion reconds
in Mees, Veneruela, Cosia Baxa, Bl Sahador, Guaiemala,
Panama, Mcamagus, Peru, Ecuador, Colombda, Guyana, Sun-
name and Brazl {Tropics.org, 2020). 1t 8 populady known a8
buchinha, cabacinha, and buchinha-do-nore and # wed in
folk medicne to tnsat snusitis and rhindlis as well 2 an abor-
tfacient {Alves el al, 2015). Frnt exiracts genermally indicate
the presence of flavonodds, tanndm, saponins, steroids andor
triterpends (Brock et al., 2003).

The Cuwcurbdtacess famnly # rch m cucurbitasing, which
belong o the dass of idlerpenes and cmprise 2 wide clas
of natursl products from the secondary metabolam of several
organtns, among which plants stand oul & ther mgor pro-
ducers. [he bo the wide vanety of trilerpenes, they are grouped
inlo subclases accordng Lo smular structural characlensiics,
whach leads 1o a beller systemalic sructural cherncal charae-
tertzation (Sila el al, 2000 Cucurbilacing sre characterzed
as irilepenoids with a tetracychc nucleus of highly oidized
cucurbilan. They are well known for their bitberness and tos-
aly, in addition to having pharmacoogesl activites such &
{Chem et al., 2005 Chen &t al., A1)

Curcubitacn B, a triterpene isolated from the plant, hes
shown goeod resulls of antitumaor activity & 11 acls on protems
of the Janus kmase family, which are mamly expresal in
tumor cells and has a dimct relalionship with the spoploss
off these il when mhibited (Yar-Saglam et 2., 216).

Promzmg results for cancer treatment have been observed
in redearch with medicmal plants. Thene 14 evidence of the anti-
tumor activity of cucurbilacms in lung, Bver, bressit, and pros-
lale cancer ((larg el al., 2018), and ithis anticancer activily
occurs from several antiproliferative mechansims, such a8 the
inhibation of csll mogration and invasion capacty, stimulation
of death by apoploss, promotion of cell cyele arresi and pro-
duction of signaling pathway inhibators (Cal el al., 200 5).

In silico approaches have been used Lo inves tigale the mier-
aciion beiwesn compounds of natumal orgm and molecular
tamgets of phamacological intensi (Sankos el al, 2021;
Mlvenra & al., 2020k P.rx.l.i._ﬁ:- el al, ANy, Costa et al, 2000
Therefone, molealar dockng was uwsed Lo ases the interac-
ton of cucurbitacin B with JAK 1 and JAKZ protems. These
prodems wene selecied because they are relaied to the JAK)
STAT pathway, which 1 sssocated with the promaotion of cell
life (Yar-Saglam el al, 2006 Garg el al, 200 5). Studies repori-
ing the anbicancer activily of cuarrbilacns in gasite camcer
cells are conaddened insulficient (Fhang et al., A018). Therefone,

the amm of this study was Lo mesiure the major melabolives of
L operculata ex irads, evalusie the antprobiferative activity of
ﬂuuh‘d&uﬂﬂuhﬂﬂﬂ&uﬂminm normal and
cancer cells, and evalusle the gnotoxc activity of the most
promuang exiract and the isolated subsiance as well as ils pos-
ahle mechanism o action.

L Materials and methods
21. Experimenial procedwes

2.1.1. Pilant material and extraction procadure

The fruts of Luffa operouwlrta (Fig. 1) were collected in Sowre-
PA, Braml, Lat. 0°7268°S, Log. 48°50M92"W, in the month of
augusl 16, and confirmation of bolanical adentifics bon was
performed by depositing a witnes sample in the herbarium
(EMBRAPA) under regsiration LAMNI 9441 3. The fruls were
wathed with water, sanilied, and sparsted from the seeds.
The malenal wene doed to a constant weight and then
erieshed.

The crushed frudls and sesds of L. operculats wene macer-
ated with 70% Ha(:EWOH (3:7, watersthanol, viv) (Dynam-
s, BRA) and MeOH (meahanol 100%) (Menck $/A, DE)
for 144 h to obtan the exracts, which was peformed thres
tmes. Aller the macerabon perisd, ample filiabon was per-
formed, and ethanol and methanol solutions were oblamed.
The solutions were evaporated under nedwced presure in
milsevaporador (40 *C), from which methanol frul exiract
(EMF), ethanol frnl exiract (EEF), methanol seed exiract
(EMS) and ethanol seed exiract (EES) wens obtamed.

2132, Chromatoyraphic prafile of extracts

The exiracts of L. operculata were analyred by qualemary
pump high-pedormance bquid chromatography (HPLC - Alk-
ance 2695, Walers) uang a C18 Sunfine™ chromatographic
aluwrmn (150 x 46 mm, 5 pm), mjected with a 20 pl. sample
volume in a lnear gradieni elubion of Hy(kACN (waler
MELl-CH 1) T005: acstonitrile Merck S/A, DE; vy, 9010 to
G100) in &0 min a flow raie of 1.0 mL/min, and a photodiade
array deledor (FAD) length of 210-600 nm, and lemperature
o 407C,

213, Islation of cucurbitacin B of the EEF extract

The EEF {500 mg) was suljected Lo exel uson chroma lography
i Sephades LH-20 (Menck 5/A, DE) wsng methanod (Merck
SA, DE) & the eluent m an isocralic system, resulling m four-
een fradions (1 o 14), which wens amalysed by tin-layer
dhromatography  (TLC) (Menck 5/A, DE). Fraction 4
0.150 g), which had the highest purity, was swhrrmied 1o chro-
malographic sparstion by preparatve HPLC-PAD Bmary
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Fig. 1 A: Fruit, leaf and stem with iendril of Luffy opercultis; B: More detsled image of the frot of L. aperaulata (fruit sme:

30 x 55 an).

Pump 1525 (Walers) for solalion wsng a Sunfine ocladecy]
alane (C18) nevened-phase column (19 mm x 150 mm,
5 pm) n the socratic mode of HoO:ACN (waler: acelonitrile,
v v, W:30) with & flow rate of § mLjmm, and it was mond boned
21 230 nm at mom lemperature.

2.1 A. Mdentifiation af cucurhitacin B

The nuclear magnel resonance (MM R ) specira wene naconded
om & Bruker Ascend 400 (400 MHz) specirometer (K ardsruhe,
DE) wang the solvent agmal {chlomophorme-d) & a refenence.
The chenncal shifls ane given m delta (§) values, and the cou-
pling constanis (J) are mven m Herlz (He)

2.2, Chemtification of cucurbitacin B

2.2.1. Standard sobutiony

Cucurbitacn B (CH) uwsed m the preparation of the sisndand
solubions was oblaned from the EEF of Luffo operculzia by
HPLC solation (item 213). The CB stock sdubion was
diluied in acetomilrile in the bnear range of 1 pg'mL Lo
100 pe/mL for the construction of the calibraiion airve.

222 strumentation and analjptiond conditions

The quantificalion analyss were carnal oul usmg 3 Allance
2695 HPLC (Waters) equipped with a photodiode armay
detector (PAD) and a SunFine® C18 column (150 % 46 mm,
5 pm) & the sabonary phase, a mobile phase of HA:ACN
(water acetomitrile, v/v, M0:30) el uted Bocratically for 15 mm
and detection at 230 nm, column heater at 40 °C.

223 Chentifiertion of cururbitacin B by HPLC

Quemiifications of the CB m EMF and EEF extrads wens
pedormed by the stndard curve method wmng the following
equation: OB, pgmLBEAMPLE = PA{CB, SAMPLE) -
bf, where PA{CE, SAMPLE) 5 ama of the CB peak found
m the extracts, b the lnear coefficent and § the angular
coelficient of the standand anslytical amve. In addition,
the Hmols of detection (LD} and quandificaiion (LI wene
calcutated as follows: LI = 3 x S006 and LQ = 10 = S5,
where 5D ® the while standsrd deviabion and & the
dope of the analylical curve. All analyss was pedormed m

23, In vitro experiments

230 Cell cudture

The gasinc adenocaranoma cell ine ACPI? was estabhished
from a sample of a tumor removed rom the cardiac regon of
ithe swmach from a cancer paiient in northen Brasl (Leal
el al, 09 ), whensas MNP 82 non gt mucoss oell ail tune
esla blished (rom a sample of len patents withoul gasinecancer
or any other geinedisease (Mawss elal, H15). These cdb wene
cullivated m DMEM/F12 medium (DulbsccoF12 Maodified
Eagle Medium (MNutrent Mixiure F-12, Giboo, Thermo Faher
Scentific, USA) supplemented with 10% FBS (Giboo, Thermeo
Frsher Scentific, USA)and penddllmn (60 pgiml) - streplomycn
(100 pgfmL) (Gibeo, Thermo Fisher Sdentific, USA) in a
thourrn chifed st osphene at 37 70 under 5% OO0y (C02 meubator
Latoven, BRA) The expermments wens carried oul between the
fourth and the tenth possge.

232 Crtotoxicily arssy

Cylotodaty was evalusted in cell lmes ACPO2 and MNP
the comcentration range of 00019, 0.0039, 00078, 0.005,
00312, 00625, 0,125 pgiml for ethanal and methanol frut
exiracts (EMF and EEF) and 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 160, 320,
6dl pgmL for ethanol and metabobc seed exiracls (EES
aml EMS); on the other hand, for the solated substance, the
ramge wasd from (LODOR, 00016, 0.0031, 0.0062 0.0125, 0.025,
0050 pgiml, as determmed by the MTT colmmeln: sy
{Mosmann, 19683 |n1ﬁ]ﬂm—_|p raloms Lhal 4
cell viabibity by 50% {ICy,) =t 24, 48 and 72 b (Ix1d®,
(6 10°, 0.3x10° cells per well, respeciively) were evaluated.
The plates were meubaled at 37 °C in a hurdd stmoiphens
with 5% C0),. Sample absorbancs were measunad in a Spec-
traMax 13 mudti well scanning speciropholometer (Molscular
Devices, USA) wing a reference wavelngth of 50 nm.
1C g4, valies wens calculated wing dose—nsponse curves (rom
ithree independent experments.

233 Seleaivity index (51}
To calculsie the selactivity mdex (51}, the ICxm of MMPO1
wai divided by the ICxs, of ACPO2 (Biavin o al., 2003),
amordng Lo the squs bon:

Sl = ICaps MNP0 | 1Cs0s, ACP2

22
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23 4. Cytokinesiv-block micromucleus - CEMN

The MMNPO1 cell lme was meubated with two trations of
EEF (W22 pgfml and 0.0011 pgim Ly and CB (00021 pgimL
and 00011 pgimL). The ACPI2 cell hne was abio meubailed
with two concentmations of EEF (00010 pg/ml and
00005 pgmL) and CB (0027 pgim L and 00004 pgim L) that
14, was uhad i W g, and % B0, of 72 h. For the podtive con-
trol (CP), 02 pg/ml doxorubicm (Sigma, USA) was used.
Afler 24 h, 3 pg'mL cplochabsm-B (CiB; Sigma, USA) was
added. The samples wene irealed with 2 hypolonic solution
of treodium airate dihydrate 1% (Menck 5/A, DE) and fixed
with methanol (Merck $/A, DE) and acetic acid (Memck /A,
DE) al a proportion of 51 viv with the addition of 37%
lormaklehyde (Merck 5/A, DE). Later, the samples were fixed
al a ratio of 3:1 viv. Fixal sampls wen stmned with 1%
Ghemsa (Menck 5/A, DE) fior 4 min. Finally, the analyss of
the comventional mocronudeus was perfommed wmng a Leca
DME optical hght micmscope (Leca Micmsysiems Inc,
USA) &t 1000X magnification. The analyss was perfommed
in & douwble-blmd lest with three EX peeTIm e,
(Fenech, 2N Salvadon et al, 2003; Castmo et al, 2021)

23.5. Sratistical analysiz

Analyres were perfomed wsing the GraphPad Prism 5.0
software, the data were evaluabed by the Shapiro-Wilk test
and, in view of the nesull of ths amalyas, they wens Lrans-
formed Lo fit the normal curve. P values less than or equal to
005 wene comadered statniically sigmifbcant. All tesis wene per-
lormed in tnphcate. For cell viabality ssays (MTT), dais ansl-
yis was performed wsing the percentage of mhibition = log of
the comceniralion; thus, il was podable o delermune the | Caxe,
from nonlmesr regresson, followed by Tukey's =i, with asig-
nificance level of 95% (p < 0.05) To compamn the 1Cxs
belween the sampiles, the ¢ iest was wsed, and for compansons
of the selectivily mdex, two-way AMNOVA followed by Bonfer-
rond tesl for multple comparsons was used. For the mcronu-
cleus msay, dainbcal aalys was pedformed Bng one-way
AMNOVA followed by Tukeys test for muliiple compérs.ons.

24 In silico methodology

2d.1. Molecular docking

The maolecular structune of cucurbilacn B was designed using
Giausa View 5 soflware (Denninglon et al, 2009). Then, the
molecule was oplimized with BILYF&-3107 (Becke, 1993)
wsing Cusmian 09 softwane (Frich el al, 2009). To ases
the interaction mexde of cwurbilacn B with JAK] and
JAK 2 proweind, the Molegro Virtusl Docker (MV D) soflware
was el {Thomsen and Chrstemsen, 2004; Mascarenhas et al .,
2020 Ledio el al., 2020). For the cnstruction of the complexes,
the crysial siructunss of the prodeins were collected in the Pro-
tein Dmia Bank wing the PDE [Ds 3EYH and 6VNE for
JAK 1 and JAK 2 (Williams et al, 2009), respectively.

i Healis
1. Cbraining Laffa operculata
Maceration with organc solvenis nsulied m the methanal

fruil exiract (EMF; 1167 g, ethanol frdi exirct (EEF;
1199 g), methanol seal extract (EMS; 2771 g) and ethanol

seed exiract (EES;5.974 g). The four exiracts presented the fiol-
lowing yiekls: 11.67%, 11.99%, 2.77% and 5.97%.

12, HPLC chromatographic profie of extracts of Luffa
gperculata and ivoelation of cuahitacin B

The chromatographie profiles of the analyzed EMF and EEF
showed smilar pattern. The band at a ¢, of 29.3 mn (A,
230.1 mm) was observed for the extracts with high miensity,
showing a predominant major compound m the EMF and
EEF, which was identified as the trierpene cucurbilacm B
{Fig. 2). For EMS and EES, no characlersiic bands were
delecied lfor cucurbiiacn B. Subsequenily, the EEF was frac-
tomabed, and the compound cucurbilacin B wa salaled by
s -preparative HPLC-PAD mode, gring 38 5 mgof a while
aystalline solid (cwurbilacm B, A : 230.1 nm).

33, Identification of cucwrhitacin B

The compound cucurbitacn B (1) was isolated (385 mg) in the
form of a white crystal soluble m chlomdiomm and showed max-
mim absorphion n UV-Vi & Ame 2301 nm. The 'H NMR
specirum showed hydmgen dgnals typcal of the trilempendc
akeleton at & H 239 (ddd, 2H, H-1), & H 1.28 (s, 3H, H-2%),
& H 137 s, 3H, H- 29), § H 238 (dddd, 1H, H-Ta), § HH
196 (ddd, 1H, H-Th) and & H 2.00 (&kl, 1H, H-E), nefermg
o methyl hydmogens. Signals nefermng to oxymethme hydro-
wens wene found at 6H 4.41 (dd, 1H, H-2); signak i the regon
ol odefinae: hydrogens wens found at & H 5. 74 {d, 1H, H-5H-6).
Thapur.'hijplﬂrnpuu&miuihﬁnll'l WM R specirum is typ-
wcal of a substnce from the clas of cucurbitane irilempenes
(Valente, 2004).

Through "C NME analysiz, 32 sgnak referning to carbons
atiributed to the structune of (1) were observed, with three sig-
mak meferrmg bo C-3, C-11 and C-22 carthonyl carbuns with
nespeclive chemncal shifts of § C 2133, 2121 and 2023, wath
-3 bang adjacent Lo the OH group. Chamctersie carbon sig-
ks of spi-lype C-5/C-6 with & C 1401 and 1203 were akio
abserved. There wene also oxymethne carbom agnak at § C
TL&(C-2), & C .0 (C-20), & C 7.0 (C-16) and & C 781 (C-
25). For the methyk at positions C-18, C-19, 21, C-26, C-
7, 28, C-29, and C-30, the sgnals were found at § C 19.7,
19.9, 23.5, 25.6 2606, 29.1, 21.1 and 18.7, respectively. In addi-
om, there wene signals nefernng to methylene carbons at § C
358 (C-1), & C 50.2 (C-4), & C22.7(C-T, 6C 483 (C-12), &
C 450 {(C-15), 6 C 12000 (C-23) and & C 1515 (C-24). The
'H amed "C 51 NMB experimenial data (Supplementary maie-
nal Figure 51, Tahle $1) were companed with the bieratune and
showed complete @mularily for cucurbitacm B (Ayyad et al,
K 1)

4. Quamtification of cucurbitacin § by HPLC

HPLC analyss showed OB were present in the EMF and EEF
ailmcls as compared ther dhromalograms (Supplementary
material Figune 52). Thus, quantification of the CB in these
ailrmcls was performed m onder to deermine CB amount in
pe/mL present in each extract studied. The data (Table 1)
showed that CB ame present in large amounts m the EMF

and EEF of Luffa aperculota, 44.2 pgiml and 79.1 pg/ml,
nespeclively. Furthemmone, the adjustmenis obtaned in the cal-
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Fig. 1 Chromstogram ohtamed by HPFLC-FPAD of the sthano] extract of the fruit of Laffa apereulata. (1) cuourbitacin B

Tablke 1 Adjustments ohiained for the CB ailibmtion curve and gquantifiation in EMF and EEF extracts.

Curve equation R* Lo LQ FRange {ug/ml} B g L)
(gl b
Pl AU = B2GACE pgml] + 221365 05 0 010 18- 100 EMF | 42(2018
EEF 0.1 {20.5T)

' Arhitrary Units. Legends: L) - Limit of (mantificaion and LD - Limit of Detection.

ibration curve (Fig. 3) showed saisfaciory Bnearty m the
working range with good bmils of delection  and
et fhesatiam.

35, Crtatoxicity avsry and selectivity index (51)

The extracis of the fruts of Luffo operculata caused signd ficant
cell death in the two cell hnes tested (Table 2) in a dose- and
tme-dependent manner. The EMF and EEF wene maore selec-
tive for the ACP2 cell Bne, demonsiraimg grester ey loloxic Ly
at &l times of ineatment than the other exiracts. The EEF
{Table 7) showed a 50% lower IC m the 48 h ex posure lor both
the MNP (000905 pgiml) and ACPO2 (0OMEE pg'ml),
and in the 72 h period for the MNPOT (0.00844 pgfml) and
ACPI (0210 pgim L), compared to EMF in the game trest-
meni period, thus demonsirating a mone cyloioxe activity.
Cucurbitacn B (CB) molated in this study caused cell death
m a dose-dependent manner, a3 observed in L. operculora
exiracis, bul no sdectivily was observed for ACPO2 (Table 2).
Statistically comparing the EEF W am, valus betwesn the
two cell e, EEF showed swnificantly lower eytoloxicly
fior MINPOT and Hgher eytotodeaty for ACPE {p < 005,
bul when companng the 1w, CB values between the differ-
end cell types, it did nod thene was a statsbically sigmficand dif-
flenence (p = 0.05), highlighting the bdological activity of the
exlracl, as the cylolonic concenlration was thres Lmes lower
for the cancer cells than lor the nomeoplaiie cdl. The selec-
vty index (SI) cormborates this observation (Supplementary

matenal Figure 53; Figune 54), as the EEF presented a ssleactiv-
ity = 3 fior the 48 b treatment (51 = 3.14) (Béevin el al, 2003).

34, Cyrokinesiz-block micromeleux

The macronuclews lesis (M MNs) showed a saintcally sigmdficant
dilference for the iwo cell lmnes (MNP and ACPO2) for all
concenirations (o the exiract and molatel substance) when
compansd Lo the positive control, and all mduced a bwer lor-
mabon of MM, a3 shown in Fig 4. The reulis for EEF and
CB showed that as the concentrabon menassd 1l mducsd &
sl meresie in the number of MM, but there was no stalis-
lcally sagnificamt difference belwean different concanirabions
of EEF and CH.

‘When companng the resulis of MMs from the same samples
{EEF and CB) in proporiional coneeniralions, no sialishcally
sygmificant dilference was observed in the different cells hnes
(MNP0 and ACPO2) (p < 0.05).

Legend: EEF- ethanol frl eximcl: OB cucurbiiacn B
The MNPl line was incubated with two concentrations
of EEF1 = 00022 pejfml, EE2 = 00011 jg/mL, CB1 = 0.
0021 pgjml and CH2 = 00011 pgfml. Inthe ACPO2 cell ne,
EEF1 — 00010 pgiml, EEF2 — 0.0005 pgiml, CB1 — 0.0
027 pefml and CB2 = 00014 pgfml.

Adong with the frequency of micronucled, the nudear divi-
siom index (NIDI) was evalusied, bul the resulls of EEF & CB
were nol salstically sgnificant (p > 005 supplementary
mualeral Figure 55).
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Fig. 3 Analytical curve ohiainad for CB in the linear mnge from 1 to 100 pgfml.

Table 2 ICam and 51 results of extracts and solated
sulstances fested on umam celk MNP0l and ACPO2 af

different times of tremtment.

Time o, (g/m L) &l
MNP ACPI
EMF
24H 00X 00T 291
45H a0ITIT 00498 149
TH 003 R 183
M4H Q01471 L 00EE 13
45H 000 0.0 114
7H 100444 ] 21
EMS
M4H T L9 049
4&H 1571 248 0T
THH 1449 1560 053
EES
MH 641 ILig 07
4&H 506 569 058
THH 1% 55 4l
Ch
4H OOTE 00T 135
4&H 000659 L0E1E 107
THH 000437 L0054 0T

Legend EMF- mathanal froit eviract; EEF- ethanol froit eximo;

:

= methanal seed exirac; FES- sthanol seed eximact OB

Cwearhitacin B; IC.- inhibtory concentration % SI- sslactve

index. *p = 005 & BF = 036
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Fig. 4 Frguency of micronuclei observed in odl lines MINFPO1
and ACPI2 * Shimtically significant compored to the positive
matral in both cdl Enes p < 0U05;

17, Molecular docking

The dockmg nesults showed that CB binds favorably, fomming
a siahle complex with an affinily enerey (Moldodk Scone) of
—123.75 kljmaol for JAKL, while JAK2 presented an aifinily
mergy of — 14819 klfmaol

Fiz 5 shows the mieractions between CH and JTAK1, show-
ing that the mam bonds were hydnogen bonds with the aminag
acxl regdues Leu-959, Asp-1021, Cilu-883, Cily-9%2, Ser-963
anel Cily-B54. Alkyl-type bonds wens (urther vambized with
Leu-10110, Leu-881, Ala-906, Val938, Val-B89 and Areg-1007.
Fg 6 shows the molecular mieractions with JAKZ, revealing
hydmgen bonds with Lys%57, Ser-936, and Leuw932 and
alky-like mieractiom with Leu-983, Val911, Al-%80, Mel-
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Fig. 5 Mokoular mizmctions established hetween cucurbitacin B and JAKL

929, and Val-863 These nesulis confirm that the subsiance
binds o aminoe acds of inleres for protan  mhibdion
(Willams et al., AWM, Davs et al, 0021)

4. Discmssion

The chemical compositions of the EMF and EEF analyred by
HPLC-PAD exhibited sirmilarities, with both presenting chmo-
maabographi ¢ bands suggesive of compounds of the trilerpens
class, afler isolation the majonly compound was adentified as
CH by MNME.

In the EMS and EES eiracls, no charmdersbe cucur
bitacin B band was detected m the HPLC-PAD amlyses;
thenefiore, the Luyfo apercufara seed from the collected sample
did navl present in is chemical constiiute, the cucurbilacin B
irilerpenes, cormoborating the findings of Lang el al (2012).
The chosce of friol extracts over seed exiracts was due 1o the
fact thal ithe former presenied peaks suggesive of cucurbitacn
B, a substance of mierest m this study.

A maor band al 2 tp of 293 min, which in the UV spec-
trum (Fig 2) has & dnu of 230.1 nm, was compared with Bier-
ature data and il 15 suggesied that band 1 (ix: 29.3 mon and
Aozt 2301 nm) comilaing awcurbiaan B (CB) ths informaiion
was confirmed by WMR analyss (Krepaky et al, 2009; Ayyad
el al, 2001; Kauwshik el al., 2015} Furthermone, EMF and
EEF presentel band 1 as the major constiluend.

Analyred by the chromatographic prodile, EMF and EEF
showed CB contents of 791 and 44.5 pg/mil in the EEF and
EMF, nespectively. Thensfome, sthanod is the solvent with the
haghest yield i the exraction of CB from Luffa operculzta
wang the macerabtion technique, corroboraimg the findmes
by Kamhik el al (2015) on the efficency of ethanol 23 a CB
exiraction solvent, themefone, the EEF was used in the fraction-
ation lo oblan CB. Additiomally, it is known thal ethanol has
greater safy for wse in humans (Do et al, 2014, USP, 207).

Ciiven the goodd eylotoxaly resulis snd the higher yield of
CH m this extmact, the EEF was selected Lo perdiorm the
cytokiness-block micronweleus asmay due Lo the good 15 pre-
sented amd lakme into accounl thal ethanol was wed = an
exiraction solvent in the EEF. Therefore, from the fractions-
on of EEF and isolation of the CB substance, the cylolox ity
asay was contmued, in addition Lo a laler genoloxicly study.

Cyloloxcily asmays are used Lo screen modecules |Adlan
el al ., 200 6). These asmays are related to cell prodiferative inhi-
hatiom, and generally the most common Lype of cell desth that
oocr 18 the induction of apoploss. Apoploss, conasting of
exirind and minnsc pathways, 8 the man cell death responss
Lo chemotherapy (Chan el al, 2010). Ciher studies usuaily
evaluale molabed substsnces, butl this sudy chode Lo
oul & companson belwemn the precursor exiract and the CH;
with ths, il was posiible Lo dBscover grsaler seleclivily m nela-
on Lo Lhe exiract.
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Fig. § Molkabr niemdions siahlshed between cucwrbitacin B and JAK2Z

Ome of the characlenstics of cancer cells & their greal pro-
liferative potential and several agnalmg pathways that act o
promaole the eell cyele; that 1, these celk can adspt 1o hagh
levels of oncogenic sigmling, desctivaimg ther snecence or
apoploss-mducing  pathways (Hanshan and Wemberg,
201 1) Therefone, substances that induce cell death by apoplo-
a1 and cell cycle arnesl can be reiearch lames for the insai-
ment of cancer.

The cytotoxic polential induced by exiracts comlaning
cucurbilacing and isolaled cucurhiiscing has been widely
resanched m several cancer cell models, such & lung
(H1975, HEM, AS49 and HI290) (Feng el al, 2014; Liu
el al, 2019), cervical {CaSki and SiHa) (Sthande el al,
2001 6y, bersast (Dattharct et al., 2019), colon (SW480) (Feng
el al, 2014), hepatocellubar (Hep(a-2) (e el al, 201K)
(HuhT) (Liu et al, 2020}, prostate (He et al., 201 7), ovarian
(SKOVI) (Li et al., 2015), pancrealic {Sikander et al., 2019),
mumine intracrandal gioma (GL61) (Fujila et al, A08), mes-
enchymal glhioblatoma mudt forme (GBM) (Park e al, 2014)
and leukema (K 5%2) (Chan et al, 2100 A study with CB
and 115 syniheizred dervalives evalumied their cylolocaly in
Hep(i-2 celk with Woxe, values rangmg from 0033522 1o
5743436 pefml (e et al., 20181 In another study, the elfect
of CB on cell proliferation wa evaluaied m H1975, HE20,
ASE9 and H1299 cells, observing a cytotome elfisct for all fowr
cell lmes, with an g, value between 0006153 and
2363301 pgfmil (Lin et &l 2019) The 1Cy., reulis for cel
Lypes in these studies demonsirated much higher values than

the nesulis obtamed m ACPO2 and MNP (Table 3. Ths
meams that both the extrad and CB mdweed greater cyloton-
dly m the gsine cells studied, gmeraimg ressanch polential
promise for a possble chemotherapy iresiment for gasine
GAnGET.

A study (L el al, 2007) with gssine cancer cells
BOCTAN and SGCM0 /DD nsulied m high oylotodety
with 1C, g, values of 0095 and 0.121 pg'ml; however, the
I e, of the frudl exiracls and cucurbilacing in the present
sludy demonsiraies a ten limes grester cyloloxialy (Table I
In another study, the antproliferative effect of CH in the non-
meoplastic gastric lmeages (GES-1) and neoplaitic gastne lmes
(MEM-74, BGCR23, SGCM0 and MGCS03) was compansd,
and the induction of cyiolodaly n neoplstc cells was
wbaerved with an [Cap, of (L0626 &t 0.205 pgfml., exhibdtmg
a dose-dependent inhibilory dfect and bemg more sdective
in cancer calls (Ku el al, 2020). Therefones, this study cormobao-
ralest the findings of the curnent redearch, & grealer selectivily
war alio obaerved in the gasinc cancer cell line, bl only in the
EEF and EMF results. Another pathway asocated with the
gflotoxe astivily of cucurhitacing is the inhibition of $TAT3
phosphorylaton, which mpacts the low exprestgon of genes
such as e-Myc and BelxL, resulling m the growth inhibation
dliect attnbuled to cell cyele arnes in the G2 /M phase and
maduction of apoptosts (Chan et al, 2000; Xu et al, 2030)

The mucromudeus resulls from unmepamed genomic dam-
ape, and it ® known thal demsge such as ths can cause cell
oycle amrest a5 well a3 apoploss and acomm ulate mutations in
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the genome (Tan & al, 2005 Sylvia et al, 2018). In the pre-
senl sludy, the highest concentrations of EEF (MMNPO1:
00022 pgiml and ACPE 00010 pgiml) and CB (MNP0
00021 pgml and ACPO2 00027 pgiml) mduced a small
mcresie m the fomabon of MMNs m the two cell lines. evalu-
aked but without statislicsl significance. The resulis of MMNs
iy mal sheovw that genorrc mestabality neflects the grester cylo-
tomaly of EEF, il @ beleved thal the concaitralions lesbed
were nol sulficent to induce the formation of micronwde, or
the secind hypothess # that i 2 genomne mstabdily was neally
mduwced, the Cell nepair mechanisrs wene elficient befone the
new cell cycle was comcluded, it # noleworthy that the
mucronucleus only fomrs i an rreparable DMNA break oocurs
(Fenech, 2000). Also in ithis asay, the nsuli of the nuclear
division medex did nol show that EEF or CB had gtostatic
adivily ai the cmcenirabions lesied.

Faor the docking study, the chodoe of targst was based on the
fact that previous stuclies stated that CB has the abibity to inhs-
bat prodems from the Janus kinase family (Yar-Saglam et al,
26). Alghasham (213) meportal thal cucurbilacng cm
miluwoe apoplods of a seres of human cancer cell, such as keu-
kemia, lymphomas, bver, breas, lung, pancress and colon, and
this eflect 3 posahly Bnked to the fact that this molecule inhd-
hats. the phosphorylation of JAK? and consequently activaiion
of the apoploss cascade and cell cyele arrel.

It 13 known that protems from the Janus kinase farly ane
neponable for activaing STAT3I before ths prolein suooeis
Tully binds bo the neceplor, and phosphorylated STAT3I, when
migrating to the cell nudeus, has the abdily Lo activale the
transcriplion of target genes. There & &l least len lomes maone
adivaled STAT3 in gasiric cancer cells than m normal stom-
ach epithehial cells {Denget al, 2000), which supports the daim
that the phosphorylation of STATI 5 sssociated with promot-
mg the survival of cancer b and the mhibd ion of apoptoss
(L et al., 2150

The nesulis show that CB was able Lo mhibat the growth of
gasiric lmes with a bebler resull m 4% h, posiibly because the
pharmacologcal effect 1 due o the mhibdtion of these pro-
lemns, @nce m the docking reulis, CB was able (o mieract
lavorably with JAKD and JAK2, being able to fom bonds
with the amimo add nesdwes of miensl in the catalytic ste.
Thas type of mieraction can prevent JAK from having the abdl-
ily to aulophosphorylate, thus causmg JAK mhibiion, whach
waould prevent STATI activation through ths pathway (JAK/
STAT) (Yar-Saglam et al, 2016). I must also be taken mio
awount that CB belongs o the class of interpenes, and as
such, it has high Bpophibicity (Ciarg el al., 2018), which gives
the molecules an abality Lo pasavely crods membrane bamerns,
thus aciing i miracellutar complexes {Lipmsaki, 2004).

It & intenessting Lo nole thal the soltion of CB from the
EEF did nosl generale an imporiant ssledive dliect on the cylo-
toodeily, whach remnforaess the ides thai crude exiracts can often
e mome effeciive than ther chemical components salaled al
an equivalent dose. A possble ecplanation for ths maore eflec-
tive result would be the hypothes of synergy, that @, other
compounds i the exiract, despale nod being the majority, help
the subsiance with a speciic phamacological effect 1o reach
the itargel, either by mproving solubiity, absorplion, and dis-
tnbutin or decrasng metabobsm and emcretion, thereby
mcresiing the bioavalability and effectivenss of ths exiract
{Rasoemavo d al, 200 1; Cassar and Cach, 219)

5. Conclsiom

The phytochendesl study of Luffa aperculara resulied in the
solation and identification of cucurbilacn B, whoss sy
showed a higher coneentration in the EEF, being the major
chemical compound. Regnding the cytoloxaty mdex in the
cell lmes testml, the EEF neull was momne promisng
{p < 005 for antiprobiferative aclivily in the cancer cells
due Lo a slectivily index of 3.14. CB had no dgnificant selec-
tivity incbex in the cell of this study. The trial to sssess the for-
mation of micronuclews showed that the EEF and CB resulis
were nol @gnificant, so thar eytolomdty could not he asoc-
atel with genomic mstabibity. [t & suggested that CB = the
mechantim of achon # abo mebied o the mhibiion of
JAK] and JAK2 proteins that ane sssociated with te JAK)
STAT pathway and relaied 1o apoplosis. Given these findings,
the EEF, which # rich in cucurbd tacn, 13 considensd prormi s ng
for further studies aimed at the development of a herbal med-
wine with potentisl dinical apphicabibity.
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4 CAPITULO I

Luffa operculata e sua Cucurbitacina B reduzem a expressao do
oncogene MYC e apresentam potencial antineoplasico em modelos
de cancer gastrico.

O artigo em preparacao e sera submetido a revista BMC Biology em junho de 2022.
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Luffa operculata e sua Cucurbitacina B reduzem a expressao do
oncogene MYC e apresentam potencial antineoplasico em modelos
de cancer gastrico.

RESUMO

Background: Luffa operculata € uma planta medicinal conhecida popularmente
como cabacinha e buchinha do norte, seu extrato apresenta majoritariamente as
cucurbitacinas como fitoconstituintes. Essas substancias apresentam atividades
bioldgicas, como citotoxicidade, inducéo de apoptose, modulacéo do ciclo celular,
que sao caracteristicas observadas em antineoplasicos. Desta forma, o presente
estudo buscou avaliar o potencial anticarcinogénico do extrato dos frutos de Luffa
operculata e comparar com 0s resultados da avaliagdo da cucurbitacina B em
modelos de cancer gastrico (linhagens AGP01 e ACP03).

Resultado: Os resultados demonstraram que Extrato Etandlico do Fruto (EEF) de
L. operculata e a cucurbitacina B (CB - isolada desse extrato) promoveram alta
citotoxicidade nas linhagens de céancer gastrico com destaque para elevada
seletividade de EEF na linhagem ACPO03. Foi observada a inducdo da apoptose e
reducdo da expressdo do gene MYC por EEF e CB. Observou-se que a
cucurbitacina B promove ainda 0 aumento da parada do ciclo celular na fase G2/M.
O ensaio de microndcleo ndo atestou inducéo de genotoxicidade.

Conclusao: Portanto a acéo do extrato e a cucurbitacina B de Luffa operculata na
reducdo da expressao do oncogene MYC, e da progressao do ciclo celular, assim
como a diminuicdo da viabilidade das células neoplasicas evidenciaram efeitos
importantes nos modelos in vitro. Logo, os resultados deste estudo apontam o
potencial terapéutico do extrato e a cucurbitacina B de Luffa operculata no cancer
gastrico.

INTRODUCAO

A Luffa operculata (L.) Cogn, objeto deste estudo, foi coletada no
arquipélago do Marajé6 da Amazbnia brasileira, € uma planta medicinal
popularmente conhecida como cabacinha, buchinha, buchinha do norte, e seus
frutos sao utilizados principalmente para o tratamento de rinossinusite, mas
também ha relatos de efeito abortivo (Alves et al. 2018), apresenta também
conhecido efeito citotoxico em células de mucosas (Menon-Miyake et al., 2005), o

gue estimulou a hip6tese de que outros tipos celulares poderiam ser suscetiveis a
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essa acao citotoxica. A utilizacdo dessa planta medicinal e seus metabdlitos na
prevencao e tratamento de problemas de salde esta intimamente relacionada a
relacdo antropologica em algumas regides do mundo, tais como a Amazonia
brasileira, 0 que induz a investigacdo das acdes medicinais dos produtos naturais

a partir de relatos e estudos observacionais na etnofarmacologia (Heinrich, 2014).

A L. operculata é uma planta da familia Cucurbitaceae rica em
cucurbitacinas, que séao triterpenos oxidados com esqueleto carb6énico modificado.
Os triterpenos, juntamente com seus derivados glicosilados sdo apontados como
agentes responsaveis pela potente toxicidade observada nos extratos dos frutos
dessa planta (Kawahara et al., 2001). Estudos com derivados de vegetais
geralmente sédo focados na investigacdo da atividade bioldgica de metabdlitos
isolados das plantas, ao invés do extrato, pelo fato de permitir uma associacdo mais
direta aos efeitos (Luo et al., 2018; Sallam et al., 2018; Dittharot et al., 2019;
Hunsakunachai et al., 2019; Klungsaeng et al., 2019; Dandawate et al., 2020;
Kurman et al., 2020; Xu et al., 2020), porém essa preferéncia exclui a anélise de
possiveis resultados promissores com os demais componentes encontrados nos

extratos de plantas medicinais.

Neste sentido, estudos biolégicos que permitam conhecer o0 comportamento
do extrato de plantas medicinais sdo importantes por apresentar um potencial
terapéutico tanto dos extratos quanto seus constituintes, diante disso, a
caracterizagao da acéo do extrato dos frutos de Luffa operculata nos processos de
viabilidade celular, necrose, apoptose, ciclo celular, genotoxicidade, migracéo

celular e expressao génica em linhagens de tecidos humanos, permite inferir sobre
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potencial anticancer do extrato e comparar estes resultados com os do metabalito

majoritario extraido do extrato dos frutos, a cucurbitacina.

Visando compreender sobre os mecanismos moleculares envolvidos nas
atividades celulares observadas na exposi¢ao ao extrato dos frutos de L. operculata
e cucurbitacina B, avaliou-se a expresséo génica de MYC, BCL2, CCND1 e EPCAM
em linhagens de tecidos humanos. O gene MYC € um dos proto-oncogenes mais
frequentementes na carcinogénese humana pois esta relacionado a regulacéo do
ciclo celular, proliferacéo e sobrevivéncia celular (Yoshida, 2018). JA BCL2 € um
gene que esta relacionado a inibicdo da apoptose e costuma ser superexpresso em
varios tipos de cancer, incluindo o carcinoma gastrico (Cheng, 2015). CCND1
codifica a ciclina D1, que pertence a familia das ciclinas altamente conservadas e
sua alta expressdo costuma ser verificada em varios tumores malignos,
relacionando-se ao aumento da proliferacéo celular, migracao, e metastase (Zhang,
2016). O gene EPCAM expressa uma glicoproteina que esta associada a promoc¢ao
da adesao celular, migracéo e proliferacdo de células em tumores (Huang et al.,
2018) e sua superexpressao em cancer gastrico esta associado a um pior

prognaostico (Dai et al., 2017).

A avaliacao fitoquimica dos extratos dos frutos de L. operculata evidenciou
a presenca de cucurbitacina B (CB) como componente majoritario (Galucio et al.,
2022). A essa substancia foi atribuida ag&o citotoxica em varios modelos de cancer,
por exemplo, de pulmdo, mama, neurolégico, hepatocelular e colon (Garg et al.,
2018). Entre os alvos de estudo em neoplasias humanas, certamente o cancer

gastrico merece muita atencéo, pois, dentre outros tipos de cancer, frequentemente
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apresenta mau prognaostico e baixas taxas de sobrevida (Diaz Del Arco et al., 2021).
Ademais, este cancer, em 2020 foi o quarto tipo de neoplasia maligna que mais

causou morte no mundo (WHO, 2021).

No que se refere ao tratamento, a principal escolha para o cancer gastrico é
o procedimento cirdrgico, sendo que as terapias nao-cirirgicas apresentam
eficiéncia pouco satisfatoria, logo, a quimioterapia tem sido utilizada como
tratamento adjuvante com o intuito de melhorar a sobrevida de pacientes com este
tipo de cancer (Smyth et al., 2020). Além das dificuldades inerentes a efetiva acao
antineoplasica no controle do cancer, um dos motivos da ndo eficacia das
guimioterapias convencionais, muitas vezes esta relacionada a sua alta toxicidade
(Ranjan et al.,, 2019), e a quimiorresisténcia (Zheng, 2017), acentuando a

importancia pela busca de novas estratégias de terapia.

CITOTOXICIDADE E SELETIVIDADE CELULAR

O extrato do fruto de Luffa operculata (extrato etandlico do fruto - EEF) e
cucurbitacina B (CB) induziram atividade citotoxica nas trés linhagens testadas
(figura 01). Na linhagem MRC-5, a comparagdo entre EEF e CB demonstra
diferenca (p < 0.01) nos tempos de 24h e 48h, nesse caso a ICso% de EEF também
foi maior que a de CB. A comparacéo das ICso% do EEF e CB nas células de AGPO1
nao revelou diferenca significativa (p > 0.05) entre eles. Também nao foi verificada
diferenca estatistica significativa (p > 0.05) na comparacao das ICso% entre extrato

e CB na linhagem ACPO03 (figura 01).
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Figura 01: Valores de ICso% das linhagens celulares MRC-5, AGP0O1 e ACPO03 nos
tempos de 24h, 48h, e 72h. Legenda: EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB =

Cucurbitacina B. **p<0.01, ***p<0.001.

Os valores de ICso% do EEF (tabela 01) nos tempos de 24h e 48h s&o muito
menores nas linhagens AGP01 e ACP03 quando comparados a MRC-5 (p <0.001),
logo, indicando maior citotoxicidade nas linhagens de cancer gastrico testadas.

Porém para a CB néo houve diferenca estatistica significativa (p > 0.05).

Tabela 1: Valores de ICso% obtidos de linhagens celulares humanas expostas a

extratos e substancias isoladas de Luffa operculata.



Cell Line

MRC-5 AGPO1
Sample 24h 48h 72h 24h 48h
EEF
(ng/mL) 38.83 35.25 17.55 8.29 4.90
CB

11.90 7.90 3.53 7.44 5.89
(ng/mL)

72h

4.71

5.87

ACPO3

24h

2.52

7.83

37

48h 72h
1.87 1.45
7.16 4.06

Legenda: EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = Cucurbitacina B. *p<0,05 e R? >

0,96.

As duas linhagens de cancer gastrico foram sensiveis a exposicado de EEF

(Supplementary information - table 1), e o resultado do indice de seletividade - IS

(figura 02) indicou maior seletividade (p < 0.001) na linhagem de cancer ACPO03,

principalmente no tempo de 48h (IS = 18.85). A avaliacdo do IS de CB revelou que

nao houve diferenca (p > 0.05) nas duas linhagens de cancer gastrico (AGPO1 -

24h =1.60, 48h = 1.34 e 72h = 0.60; ACPO03 - 24h = 1.51, 48h =1.10 e 72h = 0.87)

corroborando com o ponto de corte estabelecido na metodologia de IS visto que as

ICs0% da linhagem néo neoplasica precisam ser pelo menos trés vezes maiores do

que as ICso% das linhagens neopléasicas, logo, CB ndo demonstrou seletividade para

essas linhagens de cancer gastrico.
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Selectivity index (SI) values in ICsj0,
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Figura 02: Valor de indice de Seletividade com base no ICso% das linhagens MRC-
5, AGP01 e ACPO03 nos tempos de 24h, 48h, e 72h. Legenda: EEF = Extrato

Etandlico do Fruto, CB = Cucurbitacina B. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

EXPRESSAO

Este estudo investigou a expressdo dos genes EPCAM, MYC, BCL2 e
CCND1 em relacao a influéncia de CB e EEF, como apresentado na figura 03. As
analises revelaram que o tratamento das células com CB e EEF reduziu a
expressao de EPCAM em MRC-5 e AGPO1 (p < 0.05). Nao foi observada influéncia

significativa (p > 0.05) na expressao de CCNDL1 nas linhagens estudadas.
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Figura 03: Avaliacdo da expressao relativa normalizada de diferentes alvos em
linhagens celulares humanas. Legenda: EEF=Extrato Etandlico do Fruto,
CB=cucurbitacina B. Para a linhagem MRC-5 as concentracdes foram EEF=17.625
ng/ml e CB=3.95 ng/ml. Na linhagem AGP01 foram EEF=2.45 ng/ml e CB=2.945
ng/ml, e para a linhagem ACPO0O3 as concentracfes foram EEF=0.935 ng/ml e

CB=3.58 ng/ml.

Embora CB tenha elevado expressdo de MYC em MRC-5, reduziu em
ACPO03, e esta reducao também foi significativa quando comparada a influéncia da
cucurbitacina B nas outras linhagens (p < 0.05). Tal efeito também pode ser notado
pela acdo do EEF na ACP03 quando comparada a MRC-5 (p < 0.05). CB reduziu a
expressao de BCL2 em MRC-5 e a elevou em ACPO03 (p < 0.05). O mesmo efeito
pode ser observado com o uso do EEF (p < 0.05). O aumento da expresséo foi
significativamente maior em ACP03 quando comparada a MRC-5, quando avaliada

a acao de CB.
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Interessantemente a elevacdo da expressdao de MYC esta associada a
reducdo de BCL2 em MRC-5, fato este que foi observado de maneira inversa

(reducéo de MYC e aumento de BCL2) na linhagem ACPO03 (p < 0.05).

DETECCAO DE MORTE CELULAR POR APOPTOSE E NECROSE

A avaliacao do tipo de morte celular nas linhagens foi realizada apés 24h de
tratamento para investigar a viabilidade, apoptose e necrose do extrato e da
substéancia isolada. Para a linhagem MRC-5, EEF e CB, nas duas concentracdes
testadas, apresentaram diferenca significativa em comparacéo ao controle negativo
(figura 04). O EEF1 e EEF2 induziu mais apoptose (p<0.001) e necrose (p<0.05)
que o controle negativo. CB1 e CB2 ocasionaram mais morte por apoptose
(p<0.001), em comparacéo ao controle negativo, no entanto, o CB1 causou mais
inducdo de apoptose e necrose que CB2 (p<0.001), relacionado ao aumento da
concentragdo. Ao comparar EEF1 com EEF2, observou-se maior indugédo de

apoptose de forma dose dependente (p < 0.05).
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Percentages of apoptotics and necrotics cells
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Figura 04: Avaliacdo da morte celular por apoptose e necrose induzida por
diferentes concentragdes de EEF e CB. Legenda: EEF=Extrato Etandlico do Fruto,
CB=cucurbitacina B. A amostra CN = controle negativo. Para a linhagem MRC-5
as concentragbes foram EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, CB1=3.95
ng/ml, CB2=1.975 ng/ml. Na linhagem AGPO01 foram EEF1=2.45 ng/ml,
EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725 ng/ml e para a linhagem
ACPO03, as concentracbes foram EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml,

CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 ng/ml. *p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001.

Na linhagem de cancer gastrico AGP01 o EEF1, EEF2, CB1 e CB2 geraram
maior morte por apoptose (p<0.001) que o controle negativo, e EEF1 ainda
apresentou maior inducéo de necrose (p< 0.05) que o controle negativo (figura 04).

Ao confrontarmos os resultados de EEF1 com EEF2 observou-se prevaléncia de
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mortes por apoptose (p<0.001) de forma dependente de dose, inclusive EEF1

gerou mais células necroticas que EEF2.

Na linhagem neoplasica ACP03, as drogas EEF1l, EEF2, CB1 e CB2
geraram mais morte por apoptose (p<0.001) que o controle negativo, e CB1 e EEF1
ainda promoveram mais morte por necrose (p<0.01 e p<0.05, respectivamente) que

o controle negativo (figura 4).

EEF1 induziu mais apoptose (p<0.01) na AGP01 em comparacédo a MRC-5.
Ja EEF2 induziu mais morte por apoptose nas células ACP03 que em MRC-5
(p<0.05), e AGPO1 (p<0.001).

CB1 induziu (p<0.01) mais morte por necrose na MRC-5 do que na AGPO01,

e induziu mais morte por apoptose na ACP03 (p<0.001) que na AGPO1.

ANALISE DO CICLO CELULAR DE CELULAS NAO NEOPLASICAS E CANCER

GASTRICO TRATADOS COM EEF E CB

A andlise do ciclo celular na linhagem MRC-5 ndo resultou em diferenca
estatistica entre o controle negativo (CN) e EEF1, EEF2, CB1 e CB2 (figura 05 e
06). Também ndao foi observada diferenca estatistica entre EEF1 e EEF2, e entre

CBle CB2.
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Effect of Extract and cucurbitacin B on cell cycle progression.
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Figura 05: Efeito do EEF e CB na distribuicdo do ciclo celular. Legenda:

EEF=Extrato Etandlico do Fruto, CB=cucurbitacina B. A amostra CN = controle

negativo.

N&o foi evidenciado, entre extrato e substancia isolada, alteracdo nas fases
do ciclo celular (figura 05 e 06). Em todas as amostras analisadas (CN, EEF1,

EEF2, CB1 e CB2) observou-se, naturalmente, prevaléncia de células na fase

GO0/G1 (mais de 70%).
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Figure 06: Efeito de EEF e CB na distribuicdo do ciclo celular em MRC-5. Legenda:
EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN=controle
negativo, EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, CB1=3.95 ng/ml, CB2=1.975

ng/ml.

EEF1 apresentou maior quantidade de células nas fases S e G2/M (p<0.05)
gue o controle negativo na linhagem AGPO1 (figura 05 e 07). EEF2 (p<0.01), CB1
(p<0.001) e CB2 (p<0.001) apresentaram mais células na fase G2/M. Néao foi
observada diferenca significativa entre as fases do ciclo das células expostas a
EEF1 e EEF2, logo, a diferenca de concentracdao nao influenciou no ciclo celular.
CB2 apresentou mais células na fase GO0/G1 quando comparado com CBl1
(p<0.001). CB1 e CB2 aumentaram, em relacdo a EEF1 e EEF2 (p<0.05), 0o nimero
de células na fase G2/M. Mas vale ressaltar que nas amostras analisadas (CN,
EEF1, EEF2, CB1 e CB2) observou-se prevaléncia de células na fase GO/G1 (mais

de 62%).
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Figure 07: Efeito de EEF e CB na distribuicdo do ciclo celular em AGPO1. Legenda:
EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN=controle

negativo, EEF1=2.45 ng/ml, EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725

ng/ml.

Na linhagem ACPO03 as amostras analisadas (CN, EEF1, EEF2, CB1 e CB2)
apresentaram maior prevaléncia de células na fase GO/G1 (mais de 69%). Também
nao houve alteracdo na cinética do ciclo celular ao compararmos controle negativo
com EEF1, EEF2, CB1 e CB2, nem entre as proprias amostras nas diferentes
concentracfes. Foi observado que a exposicdo a CB1 elevou a quantidade de

células na fase G2/M em comparagdo ao EEF1 (p<0.05) (figura 05 e 08).
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Figure 08: Efeito de EEF e CB na distribuicéo do ciclo celular em ACP03. Legenda:
EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN=controle

negativo, EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml, CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 ng/ml.

A linhagem AGPO0L1 exposta a EEF1 apresentou mais células na fase G0/G1
e na fase S do que na MRC-5 (p<0.01). J4 na comparacao entre AGP01 e ACPO03,
EEF1 elevou a percentual de células na fase GO/G1 na linhagem ACPO03 do que na
AGPO1 (p<0.001), e induziu mais células na fase S em AGPO1 do que na ACP03
(p<0.05). EEF2 resultou em mais células na fase S em AGPO01 do que na MRC-5
(p<0.01), e mais células na fase GO/G1 na linhagem ACPO0O3 do que em AGPO1
(p<0.05). CB1 apresentou mais células na fase GO/G1 nas linhagens MRC-5 e
ACPO03 do que na AGPO01 (p<0.001), e mais células na fase S em AGPO1 do que

na MRC-5 (p<0.001) e na ACP03 (p<0.05).
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EEF E CB REDUZ A ATIVIDADE MIGRATORIA DE CELULAS DE CANCER

GASTRICO

Nas células MRC-5 nédo foi observada diferenca (p > 0.05) na atividade
migratoria apos exposicdo dessas células as diferentes concentracdes de EEF e
CB emrelacéo ao controle negativo (figura 09). EEF1 em comparacéo a EEF2 inibiu
significativamente (p < 0.05) uma maior migracao de células no tempo de 24h, logo,
foi possivel verificar a influéncia da concentracédo do extrato na maior inibicdo. CB2

inibiu mais a migracdo que EEF2, no tempo de 24h (p < 0.05).
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Figura 09: Migracéao celular induzida por EEF e CB na linhagem MRC-5. Legenda:
EEF = Extrato Etanolico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN = controle
negativo, EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml, CB1=3.95 ng/ml, CB2=1.975
ng/ml. a) Micrografia das células com o risco e b) Quantificacéo da area do risco.

*<0.5.

Na linhagem AGPO0O1 nédo foi observada diferenca estatistica (p > 0.05) na
migracdo de células apés exposicdo a EEF1, EEF2, CB1 e a CB2 em relagéo ao
controle negativo (figura 10). Também néo foi verificada diferenca (p > 0.05) na
migracdo de células expostas a mesma droga em concentracdes diferentes, e nem

na comparacao entre extrato e CB.
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Figura 10: Migracao celular induzida por EEF e CB na linhagem AGPOL1. Legenda:
EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN = controle
negativo, EEF1=2.45 ng/ml, EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725

ng/ml. a) Micrografia das células com o risco e b) Quantificacdo da area do risco.

Na linhagem ACPO3 (figura 11) o EEF1 e o EEF2, em comparacdo ao
controle negativo, inibiram atividade migratoria significativamente no tempo de 24h
(p <0.001). Também foi observado inibicao significativa da atividade migratdria das

células no tempo de 24h para CB1 (p < 0.05) e CB2 (p < 0.01).



50

CN EEF1 EEF2 CB1 CB2

150-

b J CN
- 3 EEF1
£ 100, @ EEF2
g N I B CB1
5 \ \ %
5 N N N CB2
< N N N N
5 N N N N
g 501 N N N N
N N N N
N N \ N
N N N N
0 N N N N

Figura 11: Migracao celular induzida por EEF e CB na linhagem ACP03. Legenda:
EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = cucurbitacina B. A amostra CN = controle
negativo, EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml, CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79
ng/ml. a) Micrografia das células com o risco e b) Quantificacdo da area do risco.

*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001.

EEF1 provocou maior inibicdo (p < 0.001) da migracdo de células das
linhagens AGP01 e MRC-5 nos tempos de 12h e 24h em comparagcédo a ACP03.

EEF2 proporcionou maior inibicdo da migracao de células da linhagem AGPO1 nos
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tempos de 12h (p < 0.001) e 24h (p < 0.05) em comparacédo a ACP03, ja entre as
linhagens ACP03 e MRC-5 observou-se maior inibicdo (p < 0.01) na MRC-5 nos

tempos de 6h e 12h.

CB1 induziu maior inibicdo da migracdo de células da linhagem AGPO1 no
tempo de 24h (p < 0.01) em comparacdo a ACP03, ja na MRC-5, promoveu grande
inibicdo (p < 0.001) da migracéao de células nos tempos de 12h e 24h, também em
relacdo a ACPO03. A analise dos resultados de CB2 mostrou que s6 houve diferenca
significativa na inibicdo de células MRC-5 nos tempos de 12h (p < 0.01) e 24h (p <

0.001) em comparacao a ACP03.

TESTE DE MICRONUCLEO POR BLOQUEIO DE CITOCINESE

Nas trés linhagens MRC-5, AGP01 e ACP03 houve diferenca (p<0.05) entre
0s controles negativo e positivo, em que este Ultimo induziu maior nimero de

micronucleos (MN'’s) conforme o esperado (figura 12).
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Figura 12: Frequéncia de microndcleos observada nas trés linhagens apos
exposicao a diferentes concentracdes de extrato e substancia isolada. Legenda:

EEF = Extrato Etandlico do Fruto, CB = Cucurbitacina B. A amostra CN = Controle
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Negativo, CP=Controle Positivo (Doxorrubicina 200.0 ng/ml). Para a linhagem
MRC-5 as concentragbes foram EEF1=17.625 ng/ml, EEF2=8.8125 ng/ml,
CB1=3.95 ng/ml, CB2=1.975 ng/ml. Na linhagem AGPO01 foram EEF1=2.45 ng/ml,
EEF2=1.225 ng/ml, CB1=2.945 ng/ml, CB2=1.4725 ng/ml e para a linhagem
ACPO03, as concentracbes foram EEF1=0.935 ng/ml, EEF2=0.4675 ng/ml,
CB1=3.58 ng/ml, CB2=1.79 ng/ml. *p<0.5.

Na MRC-5 o EEF1, EEF2 e CB2 induziram menor numero (p < 0.01) de
micronucleos que o encontrado no controle negativo (figura 12), porém CB1
apresentou mais micronucleos que o controle negativo, mas nédo foi
estatisticamente significativo (p > 0.05). EEF1, EEF2, CB1 e CB2 induziram uma
guantidade muito inferior de microndcleo que o controle positivo (p < 0.001). Ao
comparar EEF1 com EEF2 néo foi observada diferenca significante no nimero de
micronucleos, ja CB1 e CB2 tiveram diferenca significativa visto que o numero de
MN’s nas células tratadas com CB1 foi maior (p < 0.001). CB1 também mostrou

maior inducdo de MN’s que EEF1 (p < 0.001).

EEF1, EEF2, CB1 e CB2 nao apresentou diferenca estatistica (p > 0.05) no
numero de MN'’s da linhagem AGPO0O1, quando comparado ao controle negativo
(figura 12). O controle positivo induziu a formagao de uma quantidade muito grande
(p < 0.001) de MN’s em relacdo aos EEF1, EEF2, CB1 e CB2. Observou-se uma
relacdo dependente da concentracdo na resposta de inducao de micronucleos (p <

0.05) entre EEF1 e EEF2, e entre CB1 e CB2.

Na linhagem ACPO03 néo foi observada diferenca estatistica (p > 0.05) entre
o controle negativo e EEF1, CB1 e CB2 (figura 12), no entanto, EEF2 induziu menos

MN’s que este controle (p < 0.05). Verificou-se ainda que nao foi apresentada
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diferenga estatistica (p > 0.05) na quantidade de MN’s entre CB1 e CB2, quando
comparados entre si. EEF1 gerou maior numero de MN’s (p < 0.05) quando
relacionado a EEF2, mostrando uma relacdo de aumento de MN’s com o aumento
de concentragdo. O controle positivo novamente induziu MN’s de forma muito
significante (p > 0.001) quando comparada com os resultados de EEF1, EEF2, CB1

e CB2.

EEF1 induziu mais micronucleos na linhagem MRC-5 em comparacao com
AGPO01 (p <0.01). Ja EEF2 promoveu maior formacgéo de micronucleos na linhagem
MRC-5 que nas linhagens ACP03 (p < 0.01) e AGP01 (p <0.001). CB1 gerou mais
micronucleos na linhagem MRC-5 que nas linhagens ACP03 e AGPO0O1 (p < 0.001).
CB2 induziu maior formacéo de micronucleos na linhagem MRC-5 que na AGP01

(p < 0.001).

Em relac&o ao Indice de Divisdo Nuclear (IDN) das amostras (EEF1, EEF2,
CB1 e CB2) nas trés linhagens MRC-5, AGP0Ol1 e ACPO03 (Supplementary
Information, figure 01), foi observado que houve grande diferenca significativa (p <
0.001) entre os controles negativo e positivo. Nas trés linhagens os IDN das
amostras foram maiores que o controle positivo de forma significativa (p<0.001).
Para MRC-5 em relacdo ao controle negativo, os valores dos IDN foram
aproximados, porém ocorreu reducao para CB1 (p<0.01) e aumento do indice em
CB2 (p<0.05). Ja na linhagem AGPO01, verificou-se que o indice na amostra com
EEF1 é menor quando comparado ao CN (p<0.05), e que na amostra com CB2 o
indice aumentou em relagdo ao mesmo controle. Na outra linhagem de cancer
(ACPO03), a comparagéo de indices entre EEF1, EEF2, CB1 e CB2 com o CN resulta

em valores estatisticamente menores que o indice do controle negativo (p<0.05).
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DISCUSSAO

O Extrato Etandlico do Fruto (EEF) e a cucurbitacina B (CB) foram obtidos
do fruto de Luffa operculata e utilizados na investigacdo da citotoxicidade e
seletividade entre células ndo neoplasicas e neoplasicas humanas. Os resultados
(figura 01 e 02) indicaram EEF é mais citotdxico e seletivo nas linhagens de cancer
gue CB, e essa maior atividade biolégica do extrato pode estar relacionada com
possivel efeito sinérgico entre as substancias que o compdem, visto que extratos
podem apresentar maior potencial de atividade bioldgica que seus componentes
quimicos isolados (Rasoanaivo et al., 2011). Estudos com extratos de Luffa
operculata em células neoplasicas sdo escassos, no entanto, outras espécies de
cucurbiticeas como a Luffa echinata e Luffa cylindrica foram avaliadas em
diferentes tipos de modelos de neoplasias (Shang et al.,, 2016; Abdel-Salam,
Awadein e Ashour, 2019; Abdel-Salam, Abou-Bakr e Ashour, 2019; Yehia et al.,
2020). Esses estudos corroboram com os resultados da presente pesquisa, pois

apresentaram alta citotoxicidade em células de cancer.

EEF e CB induziram de forma significativa (p<0.05) a morte por apoptose
das linhagens estudadas (Figure 4) e uma hip6tese que pode corroborar com esse
resultado é de que a cucurbitacina B regula negativamente a sinalizacdo JAK2 /
STATS3, inibindo essa via de sinalizacdo conforme observado em outros estudos
(Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2014; Xie et al., 2016; Zhang et al., 2017; Xu et
al., 2020). Essa via também pode estar associada a regulacdo das proteinas
mitocondriais que desencadeiam a via apoptotica (Bax, Bad e caspases clivadas)

(Zhang et al., 2017), e com isso contribuindo para a inibicdo de proliferacao celular


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Abdel-Salam+IM&cauthor_id=30287196
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Awadein+NE&cauthor_id=30287196
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e a inducdo de apoptose por acdo de EEF e CB. Também € importante destacar
gue MYC é um dos alvos a jusante da via JAK / STAT, logo, a inibicdo dessa via
pode contribuir com a diminui¢éo da expressao de mRNA de MYC como observado
em Xu et al., (2020) por intermédio do tratamento com CB em células de cancer

gastrico.

O aumento de expressdo de MYC frequentemente esta relacionado a
tumores malignos solidos (Mastronikolis et al., 2019), logo, a diminuicdo da sua
expressao em células de cancer representa uma potencial via terapéutica para o
cancer, tal fenémeno foi observado neste estudo, visto que tanto a CB, quanto o
EEF induziram a diminuicdo da expressdo de MYC na linhagem ACP03 quando
comparada a linhagem MRC-5. Este resultado sugere que a quantidade de CB
presente no EEF foi suficiente para ocasionar o0 mesmo efeito nos modelos
celulares.

Um estudo de docking pdde predizer que CB tem capacidade de interferir na
fosforilacdo de JAK1 e JAK2 que estédo envolvidas na ativagéo da via JAK / STAT
responsavel pela fosforilagcdo de STAT3 (Galucio et al., 2022), e uma possivel via
envolvida no aumento de expressdo de MYC no cancer € o aumento da ativacao
de STAT3 (Hadjidaniel et al., 2017).

A capacidade de atuar na reducdo da expressdo de MYC é um achado
muito promissor visto que este MYC é responsavel pela regulacéo de varios genes
envolvidos na coordenacdo do crescimento e proliferagcdo celular e a sua
amplificacdo € observada em praticamente todos os tipos de cancer (Kalkat et al.,

2017). A possibilidade de um extrato natural impactar na expressdo de um
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oncogene tao relevante, traz luz a perspectivas terapéuticas com fitoterapico para
diversos canceres humanos.

Na linhagem ACPO03, além de ocorrer a diminuicdo de MYC, houve aumento
na expressao de BCL2 quando exposta a CB, porém, sabe-se que a expressao do
gene BCL2 ndo implica obrigatoriamente no funcionamento da via antiapoptotica
visto que a atuacdo da proteina desse gene depende da fosforilacdo ativada por
agonistas, como por exemplo, os agonistas quinases PKCa, p44 MAPK/ERK1, p42
MAPK/ERK2 e JNKs; estes agonistas podem promover a fosforilacdo de BCL2 em
varios locais no dominio de alca flexivel (FLD), como na treonina 69, na serina 70
e na serina 87. Percebe-se que a expressao do gene BCL2 em amostras de
canceres pode nao estar diretamente relacionada com um pior progndéstico para
todos os tipos de tumores ou resisténcia a terapias anticancer (Ruvolo; Deng; May,
2001; Zhou et al., 2017), e no presente estudo 0 aumento da expressao desse gene
nao impactou na reducdo da morte celular conforme resultados obtidos pelos
ensaios de MTT e de apoptose.

A andlise da expressaio de CCND1 n&o evidenciou alteragdes
estatisticamente significante nessas linhagens estudadas, e apesar da regulacao
positiva desse gene estar relacionada a varios tipos de céancer, os resultados do
presente estudo ndo evidenciaram que CB e EEF modulam a expressao desse
gene, assim, pode-se inferir que as vias de regulacao proliferativa, diante das
concentracOes utilizadas neste estudo, ndo impactaram diretamente na expressao
deste efetor. O estudo de Xie et al. (2016) detectou que a CB induziu reducéo da
expressdo de CCND1 porém, para isso, utilizou concentracdo maior de CB que o

estudo atual.
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A linhagem AGPO01 apresentou resultados significantes no ciclo celular
(p<0.05) ao evidenciar maior influéncia tanto de EEF como de CB na dinamica do
ciclo, visto que ambos induziram o0 aumento do percentual de células na fase G2/M
do ciclo, principalmente em amostras expostas a CB. Ja nas células ACPO3,
comparando as amostras EEF1 e CB1, esta Ultima teve maior quantidade de
células em G2/M (p<0.05). Esses resultados corroboram com os de Zhu et al.
(2012), Guo et al. (2014), Wang et al. (2017), Jin et al. (2018), Zhou et al. (2019),
gue avaliaram a influéncia de cucurbitacina B no ciclo celular em diferentes células
neoplasicas. O estudo de Kausar et al. (2013) sugere que CB altera os niveis de
varias proteinas celulares, por exemplo ERK e STAT3, para induzir a parada G2 /

M.

CB e EEF provocaram reducdo de EPCAM em AGPO1 e essa reducéo esta
relacionado a um ponto positivo, visto que a superexpressdo de EPCAM pode ser
associada a metastase e tumores maiores, logo, a um pior prognéstico no cancer
gastrico (DAl et al., 2017). Essa reducdo de EPCAM foi observada ACP03 porém
de maneira néo significativa (p>0.05). Uma possibilidade para essa diferenca pode
estar relacionada a presenca de trissomia do cromossomo 2 (locus do EPCAM)
observada somente nas células AGPO01, (Leal, 2009) o que poderia influenciar em
uma maior expressao basal, e assim refletir em um maior impacto de um agente

redutor da expressao deste alvo.

Em relacdo a avaliacdo da atividade migratéria das células das linhagens
expostas a EEF e CB, a ACP03 foi a que apresentou inibicdo da atividade migratoria

de forma significativa (p<0.05) ao final do experimento (apds 24h de analise).



58

Importante ressaltar que essa linhagem foi a Unica das trés que apresentou reducéo
da expressao de MYC apos exposicado a EEF e CB. O estudo de Liu et al. (2019)
sugere que a protease especifica da ubiquitina 22 (USP22) esta associada a
progressao do cancer gastrico, de forma que a diminuicdo de USP22 diminui a
migracdo e invasividade do cancer gastrico visto que USP22 modula as vias de
sinalizacdo FOXO1 e YAP dependentes de c-Myc / NAMPT / SIRT1. Logo, o estudo
alega que a diminuicdo de USP22 esta relacionada com a diminuicdo de c-Myc /

NAMPT / SIRT1.

EEF e CB ndo promoveram aumento significante (p < 0.05) das frequéncias
de micronucleos nas linhagens de cancer e na linhagem ndo neoplasica, em
relacdo ao controle negativo, logo, néo foi observada genotoxicidade de EEF e CB
nas condicdes testadas. Observou-se a diminuicdo de IDN nas células expostas a
EEF e CB, principalmente na linhagem ACPO3 (p < 0.05) e esse resultado
corroborou com a diminuigéo da proliferacao celular. Conforme dito anteriormente,
CB esta relacionada a inibicdo de STAT3 (Zhang et al., 2014) e o estudo de Ferraz
et al. (2017) mostrou que um outro inibidor de STAT3 também nao induziu
genotoxicidade, todavia promoveu a apoptose, inclusive devido a esse resultado,
foi considerado promissor para novos estudos que avaliassem o tratamento no
cancer. Esses resultados nos fornecem alguma perspectiva sobre seguranca do

uso desses agentes como quimioterapicos de uso humano.

CONCLUSAO

Extrato Etandlico do Fruto (EEF) de Luffa operculata e a cucurbitacina B

(isolada desse extrato) promoveram alta citotoxicidade nas linhagens de cancer
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gastrico com destaque para alta seletividade de EEF na ACPO03. EEF e CB
promoveram alteracdes fenotipicas importantes ao reduzir a expressao de MYC na
ACPO03, que foram observadas no elevado indice de morte por apoptose promovido
nas linhagens estudadas, assim como o fato de ter sido evidenciado que a
cucurbitacina promove o aumento de células em G2/M no ciclo celular. Sugere-se
que CB, componente majoritario de EEF, atua como inibidor de STAT3, e que a
inibicdo dessa via estd associada a diminuicdo da expressdo de MYC, o que
impacta na reducao da progressao celular e principalmente na baixa sobrevivéncia
das células neoplasicas. Outros aspectos fenotipicos interessantes, foram a
inibicdo da atividade migratoria das células e a diminuicdo de IDN observada em
ACPO03, reforcando um papel antineoplasico desses agentes. Apesar de EEF e CB
induzirem elevada citotoxicidade, ndo foi observada inducdo de genotoxicidade.
Considerando estes achados, o estudo corroborou com a valida¢do da importancia
das cucurbitacinas no tratamento do cancer e permitiu entender que o extrato de L.
operculata é tdo promissor quanto CB e mais seletivo para as linhagens de cancer
gastrico estudadas. Os resultados favoraveis dessa pesquisa trazem evidéncias
claras de que novos estudos moleculares e conduzidos in vivo devem ser

encorajados para contribuir com o tratamento do cancer.

METODOLOGIA

Cultura Celular

A linhagem celular de Adenocarcinoma Gastrico Primario (ACP03) foi estabelecida
da amostra de um tumor removido da regido do antro do estdbmago; ja a linhagem
AGPO0L1 foi estabelecida a partir do liquido ascitico do adenocarcinoma gastrico que
estava na regido do antro e corpo do estbmago; estas linhagens foram

estabelecidas a partir de pacientes oncolégicos do norte do Brasil (Leal, 2009).
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Também foi utilizada a linhagem normal humana MRC-5. ACP03 e AGPO01 foram
cedidas pelo grupo de pesquisa associado ao Laboratorio de Citogenética Humana
da Universidade Federal do Para. As trés linhagens foram cultivadas em meio
DMEM/F12 (Dulbecco/F12 Modified Eagle Medium/ Nutrient Mixture F-12, Gibco,
Thermo Fisher Scientific, USA) suplementado com 10% de SBF (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, USA), e penicilina (60 ug/mL) - estreptomicina (100 ug/mL) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, USA) em uma atmosfera umidificada a 37°C sob 5% de
CO2. ApoOs 24-48 h de incubacao as células em fase de crescimento logaritmico, as
células foram observadas em microscoépio invertido foram removidas da garrafa de
cultura 75 cm? (kasvi, BRA) usando 0,25% de tripsina (Gibco, Thermo Fisher
Scientific, USA). Utilizou-se as mesmas condi¢des de cultivo celular para todos os

experimentos in vitro a sequir.
Aquisicao dos extratos e substancia isolada

O extrato etandlico foi obtido a partir dos frutos e sementes de Luffa operculata que
foram coletados no municipio de Soure-PA (0°72'68" S e 48°50'92" W) no més de
agosto de 2016. A identificacdo botanica foi realizada mediante depdsito de uma
amostra testemunho no herbério da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
— EMBRAPA sob o registro 1AN194413. O extrato foi obtido dos frutos de L.
operculata, macerados com EtOH:H20 70% (Etanol:agua, v/v; Dinamica, BRA) e
apos o periodo de maceracao as solucdes foram filtradas e evaporadas a pressao
reduzida de onde obteve-se o0 Extrato Etandlico do Fruto (EEF). O perfil
cromatografico do extrato dos frutos, o fracionamento do EEF para isolamento do
marcador farmacolégico (cucurbitacina B - CB), assim como a identificacdo quimica

deste marcador foram descritos em Galucio et al. (2022).

Cell viability assay

A citotoxicidade foi avaliada nas linhagens MRC-5, AGP0Ol e ACPO03 e foi
determinada pelo o ensaio colorimétrico do MTT (Mosmann, 1983). Avaliou-se
concentracdes inibitorias de EEF e CB que diminuiram em 50% a viabilidade celular
(indice de Citotoxicidade - ICso%) nos tempos de 24, 48 e 72 h (1 x 104, 0.6 x 10%,

0.3 x 10* células por poco, respectivamente). Utilizou-se MTT (Gibco, Thermo
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Fisher Scientific, USA) na concentragdo de 500 pg/mL e os cristais formados foram
dissolvidos com dimetilsulféxido (DMSO; Merck, DE) e depois de 1 h. As
absorbancias das amostras foram medidas em um espectrofotdmetro de varredura
de multiplos pocos SpectraMax i3 (Molecular Devices, USA), utilizando um

comprimento de onda de referéncia de 570 nm.
Selectivity Index (SI)

Para o célculo do indice de Seletividade (IS) foi realizada a divisdo da ICso% da
MRC-5 pela ICso% da AGP0O1 e ACP03. Considera-se IS relevante a partir do indice
trés (Bézivin, et al., 2003).

qRT-PCR
Preparo das amostras para extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para extracdo do RNA total utilizou-se um cultivo de 25 x 10* de células por poco,
e cada linhagem (MRC-5, AGP0O1 e ACPO03) teve exposicao de %2 ICso do EEF e da
CB por 48h. A extracao foi realizada com o reagente TRIzol™ (Invitrogen Life
Technologies, USA) conforme o protocolo do fabricante. A pureza das amostras foi
determinada pelas razbes de absorbancia A260/280 nm e A260/230 nm. As
concentragbes de RNA e as razdes de absorbéncia foram medidas
espectrofotometricamente com um leitor de microplaca SpectraMax i3 (Molecular
Devices, USA). Para a reacao de sintese de cDNA foi utilizado GoScript™ Reverse
Transcription Mix, Random Primers (Promega Corporation, USA), obedecendo o
protocolo do fabricante, e o cDNA foi armazenado a -20 °C.

Primer design and gRT-PCR analysis

As sequéncias foram retiradas dos autores descritos no quadro 01 e a analise in
silico das sequéncias foi realizada através do  Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e do AutoDimer software
(https://www-s.nist.gov/dnaAnalysis/). Todos os genes foram amplificados a partir
do cDNA. Para as reacdoes de gPCR foi utilizado GoTag® gPCR Master Mix
baseado em BRYT-Green (Promega Corporation, USA) em Eco™ Real-Time PCR
System (lllumina, USA) com as seguintes condi¢des: 50 °C por 2 min, 95 °C por 2
min, 40 ciclos a 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 min, seguido de uma curva de
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dissociacao a 95 °C por 15 seq, 55 °C por 15 seg e 95 ° C por 15 seg para verificar
a especificidade da amplificacdo por PCR. As reacOes foram realizadas em
triplicata e conforme com as instrugées do fabricante. Trés genes de referéncia
(GAPDH, ACTB e SOD2) foram selecionados para este estudo e para analisar a
estabilidade da expressdao do gene de referéncia em todos 0s conjuntos
experimentais foi usado o suplemento do Excel de normFinder v0.953 (Wan et al.,
2011). A expressao relativa dos alvos nas amostras foi calculada usando o método
Ct comparativo (Livak & Schmittgen, 2001).

Quadro 01: Sequéncias dos primers utilizados na qRT-PCR analysis

Gene Primer sequences (5’ - 3') Product size | Reference
(bp)

GAPDH F - TCAGTGGTGGACCTGACCTG 348 Casseb et al,
R - TGCTGTAGCCAAATTCGTTG 2016

ACTB F - AGCGGGAAATCGTGCGTG 309 Wang et al., 2011
R - CAGGGTACATGGTGGTGCC

SOD2 F - GGGAGATGTTACAGCCCAGA 277 Huang et al., 2011
R - CTGATTTGGACAAGCAGCAA

EPCAM F-TGTGGTTGTGGTGATAGCAGTT 102 Sadeghi et al,
R - CCCATCTCCTTTATCTCAGCCTTC 2017

MYC F - CAGCTGCTTAGACGCTGGATT 128 Sos et al., 2012
R - GTAGAAATACGGCTGCACCGA

BCL2 F-TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG | 114
R - GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA Khodapasand et

al., 2015
CCND1 F - ACAAACAGATCATCCGCAAACAC 144 Huang et al., 2017

R -TGTTGGGGCTCCTCAGGTTC

Analise morfolégica para deteccdo de apoptose e necrose por meio de

corantes fluorescentes

As linhagens MRC-5, AGP01 e ACPO03 foram cultivadas em densidade de 1 x 10%

células/poco, por 24 h. ApoGs o cultivo, as células foram tratadas com %2 ICso e %4
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ICs0 de 48h do EEF e da CB. Apoés 24 h de tratamento, o material foi centrifugado
a 1000 rpm por 5 minutos, e o pellet ressuspendido foi corado com mix dos corantes
1:1 v/iv com Laranja de Acridina (LA; 100 pg/mL; Sigma-Aldrich, Merck, DE) e
Brometo de Etidio (BE; 100 ug/mL; Sigma-Aldrich, Merck, DE). Para a analise foram
confeccionadas laminas e analisadas em microscopio de fluorescéncia Zeiss Axio
Imager M2 utilizando aumento de 400X. As porcentagens de células viaveis,
necroticas e apoptéticas foram calculadas pela contagem de 300 células por grupo
de amostra a partir de trés experimentos independentes conforme McGahon et al.

(1995), com adaptacdes.

Avaliacdo da cinética do Ciclo Celular

Os trés tipos celulares foram cultivados em densidade de 1 x 10° células/poco, por
24h e depois foram tratadas com %2 ICso e %2 ICso0 de 48h do EEF e da CB. As células
foram analisadas e contadas por cittmetro de fluxo BD FACSVerse™ e fixadas com
etanol 70% (Merck, DE), incubadas com uma solugdo contendo Pure Link TM
RNAse A (100 ug/mL; Thermo Fisher Scientific, USA), posteriormente foram
coradas com lodeto de Propideo (50 ug/mL; Molecular probes Life, Thermo Fisher
Scientific, USA). Dez mil eventos foram analisados no citbmetro de fluxo para
avaliar a porcentagem de células em GO/G1, S, G2/M (Institute of Cell and

Molecular Science, 2018).

Wound healing assay
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As células das linhagens ACP03, AGP01 e MRC-5 foram semeadas em
densidade de 2 x 10° células/poco e cultivadas a 37 °C em estufa de CO2 a 5 % por
24h, apo6s esse tempo de cultivo foi realizado o “arranhao” no centro de cada pogo
da placa, e as células foram tratadas com %2 ICso e ¥4 ICso de 48h do EEF e da CB,
conforme adaptacdo de Liang et al. (2007). O comportamento das células foi
observado e fotografado nos tempos de 0, 6, 12 e 24 h, a partir de trés experimentos
independentes. Nas imagens obtidas realizou-se a medida da distancia das bordas
do arranhd@o com o programa Image J (software 1.48q, Rayne Rasband, National

Institutes of Health, USA) e o valor da area de trés experimentos independentes

foram analisados estatisticamente conforme Almeida et al. (2020; adaptado).

Técnica de Micronucleos com bloqueio de citocinese (CBMN)

As linhagens foram semeadas em densidade de 4 x 10° células/pogo e apés o
cultivo, as células foram tratadas, por 24h, com %2 ICso e % ICso de 48h do EEF e
da CB e utilizamos o controle positivo (CP) doxorrubicina (0,2 ug/mL; Sigma-
Aldrich, Merck, DE) devido sua conhecida acdo genotoxica. Adicionou-se
citocalasina-B (3 ug/mL; Sigma-Aldrich, Merck, DE) e apos 28h as células foram
tratadas com solucéo hipoténica de citrato de sodio 1% (Dinamica, BRA) e fixadas
com metanol (MercK, DE) e acido acético (MercK, DE) na proporcéo de 5:1 vlv,
mais formaldeido 37% (MercK, DE), e posteriormente com metanol e acido acético
na proporcao de 3:1 v/v. Depois da fixagdo as laminas foram coradas com Giemsa
5% (MercK, DE) conforme Fenech & Morley (1985). A analise de diversos

parametros como o microntcleo convencional e o indice de Divisdo Nuclear (IDN)
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foi realizada em microscépio Optico de luz em aumento de 1000X (FENECH, 2000;

GONTIJO & TICE, 2003).

Analise Estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicata em experimentos independentes. Os
valores de ICso foram calculados utilizando-se curvas de dose-resposta a partir de
regressao nao-linear seguida por Teste de Tukey. O teste do micronucleo foi
analisado por ANOVA seguido do teste de Tukey para as comparacdes multiplas,
com nivel de significancia de 95% (p<0,05). Os dados dos demais ensaios foram
analisados por ANOVA, seguido por Teste de Bonferroni, com nivel de significancia
de 95% (p<0,05). As analises foram realizadas por intermédio do programa
GraphPad Prism 6.0®. Os valores de p inferior ou igual a 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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Tabela 01: Resultado do indice de Seletividade (SI) dos extratos e substancias isoladas

testados em células humanas MRC-5, AGP01 e ACP03 em diferentes tempos de

tratamento.

Sl

Sample
EEF (ng/ml)

CB (ng/ml)

MRC-5/ AGPO1

24h 48h 72h

4.68 7.19 3.72

1.60 1.34 0.60

MRC-5/ ACP03

24h 48h 72h
15.41 18.85 12.10
1.51 1.10 0.87

Legenda: EEF = Extrato Etandlico do Fruto e CB = Cucurbitacina B. *p<0,05 e R?

> 0,96.

Figura 01: indice de proliferacdo por bloqueio de citocinese presente nas trés linhagens

apos exposicdo a diferentes concentra¢des de extrato e substancia isolada.
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ACPO3
2.0

1.5

1.0

0.54

Nuclear Division Index

Legenda: A amostra CP = controle positivo, CN = controle negativo, EEF1 e EEF2 = Extrato

Etandlico do Fruto, CB1 e CB2 = Cucurbitacina B. # = p< 0,05.
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5 DISCUSSAO GERAL

A caracterizacao fitoquimica dos extratos das sementes de Luffa operculata
visava verificar se havia indicativo da presenca das cucurbitacinas, porém tanto no
Extrato Metandlico da Semente (EMS) quanto no Extrato Etandlico da Semente
(EES) néo foi detectada nenhuma banda caracteristica de cucurbitacina B (CB),
nas analises de HPLC (high-performance liquid chromatography). Esses resultados
caracterizaram a auséncia do triterpeno CB nas sementes de Luffa operculata da
amostra coletada, corroborando com os achados de Lang et al. (2012). Em
decorréncia da auséncia de CB nos extratos das sementes, estes extratos nao
foram usados para os demais ensaios deste estudo.

Na caracterizacdo fitoquimica dos extratos dos frutos de L. operculata
(Extrato Metanolico do Fruto - EMF e Extrato Etandlico do Fruto - EEF), as analises
por HPLC-DAD apresentaram semelhancas de composi¢cdo, com ambos
apresentando bandas cromatograficas sugestivas de compostos da classe dos
triterpenos. ApGs o isolamento do composto majoritario de EEF, foi possivel
identificar a CB por NMR (Nuclear Magnetic Resonance), e esta informacgéo foi
confirmada pela comparacéo da anédlise de NMR com a literatura (Ayyad et al.,
2011).

A avaliacdo dos resultados de citotoxicidade nas linhagens géastricas MNPO1
e ACP02 demonstraram que o indice de seletividade do EMF e EEF eram
aproximados (Tabela 2, Capitulo I), mas para a escolha de um extrato de L.
operculata levou-se em consideracdo o maior teor de CB em EEF (79.1 pug/mL)

quando comparado a EMF (44.2 ug/mL), e pelo fato do EEF ser extraido a partir do
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etanol que € um solvente de maior seguranca para uso em humano quando
comparado ao metanol (Do et al., 2014; USP, 2007).

Os resultados de ICsox mostraram que EEF e CB induziram maior
citotoxicidade nas células gastricas estudadas (Tabela 2, Capitulo I) quando
comparado ao estudo de Liu et al. (2019a) que avaliou CB nas linhagens de cancer
de pulmé&o e ao trabalho de Ge et al. (2018) em linhagem de cancer de figado. Além
desses estudos, outras pesquisas (Liu et al., 2017; Xu et al., 2020) sobre o efeito
de cucurbitacinas em células de cancer (gastrico) também utilizaram concentracées
maiores desses triterpenos para atingir a ICso%, quando comparados aos resultados
do presente estudo. Essas comparacdes aumentaram a perspectiva de EEF e CB
gerarem uma potencial promessa de possivel tratamento quimioterapico para
cancer gastrico.

Ainda nas linhagens MNPO1 e ACP02 buscou-se avaliar a genotoxicidade
de EEF e CB através do ensaio do micronucleo com blogueio de citocinese, e
mesmo nas maiores concentracdes de EEF e CB (figura 4, Capitulo I) o pequeno
aumento na formacdo de micronucleos (MNs) nas duas linhagens celulares
avaliadas, ndo resultou em significAncia estatistica. Portanto, os resultados dos
MNs nao refletiram que a instabilidade gen6mica possa estar associada a maior
citotoxicidade do EEF e de CB. Acredita-se que as concentracfes testadas nao
foram suficientes para induzir a formacado de micronucleos, ou ainda que se uma
instabilidade gendmica foi realmente induzida, os mecanismos de reparo das
células testadas foram eficientes, antes da concluséo do novo ciclo celular, pois
para que o micronucleo se forme, seria necessario ocorrer uma quebra irreparavel

do DNA (Fenech, 2020).
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Sabe-se que uma via associada a atividade citotdxica das cucurbitacinas é
a inibicao da fosforilacdo de STAT3, que também pode ser impactada com a baixa
expressao de genes como c-Myc e Bcl-xL, resultando no efeito de inibicdo do
crescimento celular, atribuido a parada do ciclo celular na fase G2/M e a inducao
de apoptose (Chan et al., 2010; Xu et al., 2020). Com o objetivo de analisar o modo
de interacdo da cucurbitacina B com as proteinas JAK1 e JAK2, que estdo
relacionadas a via JAK/STAT foi realizado o estudo de docking molecular, e a
escolha desses alvos foi em decorréncia de estudos anteriores afirmarem que CB
tem a capacidade de inibir proteinas da familia Janus quinase (Yar-Saglam et al.,
2016; Garg et al., 2018). Sabe-se também que proteinas da familia Janus quinases
sao responsaveis por ativar STAT3 antes que essa proteina se ligue com sucesso
ao receptor, e a STAT3 fosforilada, ao migrar para o nucleo da célula, tem a
capacidade de ativar a transcricdo de genes alvo. Ha pelo menos dez vezes mais
STAT3 ativado em células de cancer gastrico do que em células epiteliais normais
do estdbmago (Deng et al, 2010), o que apoia a afirmacéo de que a fosforilagéo de
STAT3 esta associada a promocao da sobrevivéncia de células cancerigenas e a
inibicdo da apoptose (Liu et al., 2015).

Os resultados de docking evidenciaram que CB foi capaz de interagir
favoravelmente com JAK1 e JAK2, sendo capaz de formar ligagcbes com os
residuos de aminoéacidos de interesse no sitio catalitico. Esse tipo de interacéo
pode impedir que JAK tenha a capacidade de se autofosforilar, causando assim a
inibicdo de JAK, o que impediria a ativacdo de STAT3 por essa via (JAK/STAT)

(Yar-Saglam et al., 2016).
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ApoGs essas etapas do projeto, verificou-se a acao citotoxica de EEF e CB
em novos modelos celulares, as linhagens AGP01, ACP03 e MRC-5 (tabela 1,
Capitulo 1), o que resultou em linhagens celulares mais apropriadas para os demais
ensaios propostos, em decorréncia da maior sensibilidade das linhagens de cancer
gastrico AGP01 e ACPO03, e no caso da MRC-5, a escolha foi devido ser
considerada um modelo comercial padronizado de células ndo neoplasicas, e muito
utilizada como parametro de comparacdo em estudos com linhagens de cancer
(Seifrtova et al., 2017; Mohammadi-Farsani et al., 2018; Novakovic et al., 2020;
Rouibah et al., 2021).

Os resultados (figura 01 e 02, Capitulo II) desta segunda etapa do projeto
com as linhagens AGP01, ACP03 e MRC-5, evidenciaram novamente que EEF é
mais citotoxico e seletivo nas linhagens de cancer que CB, e essa maior atividade
bioldgica do extrato pode estar relacionada com possivel efeito sinérgico entre as
substancias que o compdem, visto que extratos podem apresentar maior potencial
de atividade biolégica que seus componentes quimicos isolados (Rasoanaivo et al.,
2011).

A figura 4 do Capitulo Il, demonstra que EEF e CB induziram de forma
significativa (p<0.05) a morte por apoptose das linhagens estudadas, e uma
hipotese para esse resultado é de que a cucurbitacina B pode estar regulando
negativamente a sinalizagdo JAK2 / STATS3, inibindo essa via de sinalizagao
conforme observado em outros estudos (Zhang et al., 2014; Zheng et al., 2014; Xie
etal., 2016; Zhang et al., 2017; Xu et al., 2020). Essa hipotese estaria corroborando

com o resultado do estudo de docking molecular no Capitulo I.
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No Capitulo Il, buscou-se observar se EEF e CB poderiam influenciar na
expressao génica das linhagens, em relacdo ao ciclo celular e apoptose e foi
verificado que tanto a CB, quanto o EEF induziram a diminuicdo da expresséao de
MYC na linhagem ACP03 quando comparada a linhagem MRC-5. Inclusive infere-
se que quantidade (teor) de CB presente no EEF foi suficiente para ocasionar o
mesmo efeito. E importante evidenciar que MYC é um dos alvos a jusante da via
JAK / STAT, logo, a inibicdo dessa via pode contribuir com a diminuicdo da
expressao de mRNA de MYC como observado em Xu et al., (2020), por intermédio
do tratamento com CB em células de cancer gastrico.

Na linhagem ACPO03, também foi verificado o aumento na expressao de
BCL2 quando exposta a CB, o que poderia ser considerado um achado
preocupante, porém, verificou-se na literatura que a expressdo do gene BCL2 néo
implica obrigatoriamente no funcionamento da via antiapoptética visto que a
atuacdo da proteina desse gene depende da fosforilacdo ativada por agonistas,
portanto, percebeu-se que a expressao do gene BCL2 em amostras de canceres
pode ndo estar diretamente relacionada com um pior prognostico para todos os
tipos de tumores ou resisténcia a terapias anticancer (Ruvolo; Deng; May, 2001;
Zhou et al., 2017). Essa hipétese foi reforcada pela avaliacdo fenotipica visto que
0 aumento da expressao desse gene nao impactou na reducéo da morte celular
conforme resultados obtidos pelos ensaios de MTT e de apoptose no presente
estudo.

A avaliagdo da expressdao de CCND1 n&o evidenciou alteragbes
estatisticamente significante nas linhagens desse estudo e acredita-se que nao foi

possivel verificar a modulacédo da expressao desse gene por CB e EEF devido as
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concentracfes utilizadas, por isso, ndo foi possivel impactar diretamente na
expressao deste efetor. Essa possibilidade foi aventada apds verificacdo do estudo
de Xie et al. (2016) que detectou a inducéo da reducdo da expressao de CCND1
por CB, porém, utilizando concentracdo maior de CB que o estudo atual.

A avaliacdo do ciclo celular por citometria, revelou que a linhagem AGP01
apresentou resultados significantes no ciclo celular (p<0.05) ao evidenciar maior
influéncia tanto de EEF como de CB na dinamica do ciclo, visto que ambos
induziram o aumento do percentual de células na fase G2/M do ciclo,
principalmente em amostras expostas a CB. Esse mesmo comportamento foi
observado células ACP03, ao se comparar as amostras EEF1 e CB1, onde esta
dltima teve maior quantidade de células em G2/M (p<0.05). Esses resultados
corroboram com os de Zhu et al. (2012), Guo et al. (2014), Wang et al. (2017), Jin
et al. (2018), Zhou et al. (2019), que avaliaram a influéncia de cucurbitacina B no
ciclo celular em diferentes células neoplasicas. Inclusive o estudo de Kausar et al.
(2013) sugere que CB altera os niveis de varias proteinas celulares, como ERK e
STATS3, para induzir a parada G2 / M.

CB e EEF provocaram reducao de EPCAM em AGPOL1 e essa reducao esta
relacionado a um ponto positivo, visto que a superexpressdo de EPCAM pode ser
associada a metastase e tumores maiores, logo, a um pior prognéstico no cancer
gastrico (Dai et al., 2017). Essa reducdo de EPCAM foi observada ACP03 porém
de maneira n&o significativa (p>0.05).

A avaliagéo da influéncia de EEF e CB na atividade migratoria das células
das linhagens expostas, destacou que ACPO03 foi a mais inibida. E ndo ha como

deixar de ressaltar que essa linhagem foi a Unica das trés que apresentou reducao
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significativa da expressédo de MYC apoés exposicdo a EEF e CB. O estudo de Liu et
al. (2019b) sugere que a protease especifica da ubiquitina 22 (USP22) esta
associada a progressdo do cancer gastrico, de forma que a diminuicdo de USP22
diminui a migracédo e invasividade do cancer gastrico visto que USP22 modula as
vias de sinalizacdo FOXO1 e YAP dependentes de c-Myc / NAMPT / SIRT1.

EEF e CB n&o promoveram aumento significante (p < 0.05) das frequéncias
de micronucleos nas linhagens de cancer e na linhagem ndo neoplasica, em
relacdo ao controle negativo, logo, nao foi observada genotoxicidade de EEF e CB
nas condicdes testadas, o que seria compativel com outro inibidor de STAT3, que
promove apoptose e assim como no presente estudo, ndo induz genotoxicidade
(Ferraz et al., 2017). Esses resultados sao interessantes do ponto de vista da
seguranca do uso desses agentes como quimioterapicos de uso humano.

A possibilidade de um extrato natural impactar na expressao do MYC, um
oncogene tao relevante, levanta perspectivas terapéuticas de um possivel
fitoterdpico para diversos canceres humanos. Acredita-se que CB, componente
majoritario de EEF (tabela 1, Capitulo 1), atua como inibidor de STAT3, e que a
inibicdo dessa via pode estar associada tanto a diminuicdo da expressao de MYC,
assim também como a capacidade de inibir proteinas da familia Janus quinase,
como JAK1 e JAK2 (Galucio et al., 2022). Essa acéo inibitéria em STAT3 impactaria
na reducdo da progressao celular e principalmente na baixa sobrevivéncia das
células neoplasicas.

Os resultados favoraveis dessa pesquisa trazem evidéncias claras de que
novos estudos moleculares e conduzidos in vivo, com o0s produtos de Luffa

operculata, devem ser encorajados para contribuir com o tratamento do cancer.
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