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RESUMO

O cancer de préstata é o segundo tipo mais frequente de cancer e a quarta maior
causa de morte por cancer no mundo. Os processos celulares e moleculares
subjacentes a patogénese, desenvolvimento e controle do cancer de préstata séo
pouco compreendidos. A lactoferrina bovina (bLf) € uma glicoproteina de 80 kDa da
familia da transferrinas, encontrada nos fluidos corporais. E uma proteina de ligadora
de ferro, multifuncional, e que tem sido amplamente associada a efeitos imunolégicos
e atividade anticancerigena, além de outras funcdes. O objetivo do estudo foi de
avaliar a influéncia da bLf em linhagens tumorigénicas de células da prostata
humanas. Para isso, foram utilizadas as linhagens de cancer se prostata PC-3 e DU-
145. As possiveis alterac6es morfologicas foram analisadas no microscopio Optico
com a bLf em 24 e 48 horas. Os ensaios de MTT e contagem por azul de tripan foram
utilizados para analisar a citotoxicidade da apo-bLf e da holo-bLf em concentracbes
de 0,5 a 40 mg/ml em 24 e 48 horas de tratamento. Utilizando a técnica de Citbmetria
de fluxo foram feitos ensaios de proliferacdo, ciclo celular e apoptose para
acompanhar a cinética do crescimento celular e neoplasico com e sem o tratamento
com a bLf. A microscopia confocal com a FITC-bLf foi usada para observar
internalizacdo e dano celular em 24h de tratamento. Para uma avaliacdo geral e
especifica da morte celular e do aumento do estresse oxidativo (espécies reativas de
oxigénio — ROS), as células foram fotografadas ao vivo usando o sistema de alta
produtividade Operetta. A marcacdo fluorescente foi analisada com o software
Harmony High-Content Analysis. Os resultados de morfologia celular e da viabilidade
mostram que a bLf induziu morte celular de forma dose e tempo-dependente com o
tratamento em células DU-145 e PC-3 em comparagdo ao controle. Foi possivel
observar que a FITC-bLf internaliza em células DU-145. A apo-bLf inibiu a proliferacédo
celular, alterou o ciclo celular e aumentou a morte celular por necrose e apoptose na
célula PC-3. Na linhagem DU-145, tanto a forma apo-bLf como a forma holo-bLf
induziram um arresto no ciclo celular na fase Go/G1. Também aumentou o nivel de
caspases 3/7 ativadas e os niveis de estresse oxidativo. Nossos dados confirmam que
o bLf, na sua forma apo- e holo-, induz a morte celular de maneira dependente do
tempo e da dose nas linhagens PC-3 e DU-145. Parece ser um potente inibidor do
crescimento celular e arresto no ciclo celular, através de inducdo de morte celular
programada por apoptose. Sugerindo assim, a bLf tendo uma importante agéo
antitumoral nas linhagens celulares de cancer de prostata humano.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most frequent type of cancer and the largest fourth
cause of death by cancer worldwide. The cellular and molecular processes underlying
the pathogenesis, development and controlling of prostate cancer are poorly
understood. Bovine lactoferrin (bLf) is an 80 kDa glycoprotein from transferrin family,
found in body fluids. It's an iron binding protein. It's a multifunctional protein that has
been widely associated with immunologic effects and anticancer activity, besides other
functions. The aim to evaluate the influence of bLf on tumorigenic human prostate cell
lines. For this, the prostate cancer cell lines PC-3 and DU-145 were used. The possible
morphological changes were analyzed in the optical microscope with bLf in 24 and 48
hours. MTT assays and trypan blue counts were used to analyze apo-bLf and holo-bLf
cytotoxicity at concentrations of 0.5 to 40 mg/ml at 24 and 48 hours of treatment. Using
flow cytometry, proliferation, cell cycle and apoptosis assays were performed to
monitor cell and neoplastic growth kinetics with and without bLf treatment,. Confocal
microscopy with FITC-bLf was used to observe internalization and cellular damage
within 24 hours of treatment. For a general and specific evaluation of cell death and
reactive oxygen species evaluation, cells were live-imaged using the high-throughput
system Operetta. Fluorescent labeling was analyzed with Harmony High-Content
Analysis software. The results of cell morphology and viability demonstrated that bLf
induced cell death in a dose and time-dependent manner in DU-145 and PC-3 cells
compared to control. It was possible to observe that FITC-bLf internalizes in DU-145
cells. Apo-bLf inhibited cell proliferation, altered cell cycle and increased cell death by
necrosis and apoptosis in the PC-3 cell. In the DU-145 both apo-bLf form and the holo-
bLf form induced cell cycle arrest in the Go/G1 phase. It also increased the level of
activated caspases 3/7 and oxidative stress levels. Our data confirm that bLf, in its
apo- and holo- form, induces cell death in a time and dose-dependent manner in PC-
3 and DU-145 lines. It appears to be a potent inhibitor of cell growth and arrest in the
cell cycle through induction of apoptosis-programmed cell death. Suggesting that bLf
has an important antitumor action on human prostate cancer cell lines.
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1. Introducdao

1.1.Cancer

O céancer é a segunda principal causa de morte no mundo, apds doencas
cardiovasculares. Aproximadamente um terco das pessoas nos Estados unidos
desenvolverao algum tipo de cancer ao longo de suas vidas. Atualmente no mundo
muitos homens e mulheres estéo precisando lidar com essa doenca (Sudhakar, 2009).
Devido ao crescimento e envelhecimento da populacdo a incidéncia dessa doenca
vem aumentando, principalmente em paises menos desenvolvidos. Alguns
comportamentos e estilo de vida podem aumentar o risco de cancer como O

tabagismo, dieta inadequada e inatividade fisica (Torre et al, 2015).

Essa doenca afeta a humanidade a muitos anos e, relatos mais antigos tratam
de tumores 6sseos fossilizados em mumias do antigo Egito. Documentos que datam
de 1500 a.C., sdo os registros mais antigos ja encontrados e descrevem casos de
cancer de mama, onde os tumores foram removidos de forma similar como é feito
hoje. Além disso, esses registros, descrevem o cancer como uma doenca que nao

tem cura, apenas tratamentos paliativos (Sudhakar, 2009).

No Egito antigo ainda nao era utilizado o termo “cancer”. O termo foi criado em
460 a.C. na Grécia antiga por Hipécrates, conhecido como “Pai da Medicina”. Para
descrever um tumor maligno ele utilizou a palavra grega ‘Karkinos’ (um gigantesco
caranguejo mitolégico) e, posteriormente o fisico romano Celsus (28 — 50 a.C.)
traduziu o termo para “céncer’, palavra em latim para caranguejo (Sudhakar, 2009;

American Cancer Society, 2018).

Como defini¢do, cancer é o conjunto de doencas que tem como caracteristica
em comum um aumento desordenado de células do corpo, que se multiplicam e
invadem outros tecidos e orgaos de forma agressiva. Podem ser classificados como
carcinomas, quando comecam em tecidos epiteliais, e sarcomas se comegam em

tecidos conjuntivos, como 0sso, musculo ou cartilagem (INCA, 2018).

Em um organismo saudavel as diversas células que compde o corpo se dividem
guando necesséario. E, quando se tornam velhas ou sofrem algum tipo de dano entram

em processo de morte natural. O balanco entre proliferacdo celular e morte esta
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alterado em células tumorais. Além disso, essas células se dividem de forma
acelerada e incomum, e sdo mais dificeis de entrar em processo de morte mesmo que

tenham sofrido algum dano (NIH, 2018).

Uma vez que as células tumorais ndo entram em processo de morte celular
programada, as mesmas continuam em processo de divisdo celular levando a
hiperproliferagdo celular e consequentemente o desenvolvimento de um tumor. A
maior parte dos canceres sao tumores sdlidos, caracterizados como massas de

tecidos e outros, como a leucemia, ndo formam tumores solidos (Sudhakar, 2009).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer dos EUA (National Cancer
Institute, NCI, 2015), células normais podem se tornar células de cancer passando por
transformacgdes no tecido. O primeiro estagio de classificagdo, para um cancer, que
ndo se origina de células do sangue, € o cancer ndo invasivo (ou carcinoma in sito).
Como mostra a Figura 01, nesse estagio as células de cancer se encontram somente
na camada de tecido na qual elas se originaram. Os canceres in situ podem progredir
para a fase de cancer invasivo, porém antes disso sdo curaveis, em sua grande
maioria (INCA, 2018).

Carcinoma in situ ou Cancer invasivo
cancer ndo invasivo (tumor sélido)

Figura 01: Classificagdo de cancer com exemplificagcao de um tumor sélido.
Esquema que ilustra como € um tumor sélido em um tecido. Comparando o cancer in situ invasivo de
um nao invasivo (Extraido e modificado de Terese Winslow LLC, acessado em 09 de janeiro de 2019).

Algumas transformacdes no tecido ndo sdo consideradas tumores, como a
hiperplasia e a displasia. Porém, em alguns casos devem ser observadas ou tratadas

para que ndo evoluam para um cancer invasivo (Figura 02). A hiperplasia ocorre
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guando as células de um tecido proliferam de forma acelerada e anormal, mas nao
mudam suas caracteristicas nem sua organizacao tecidual, além disso ndo invadem

outros tecidos.

Ja a displasia ocorre quando essas células ndo sé se multiplicam, mas também
mudam suas caracteristicas e organizacao tecidual. Ainda assim, elas nao invadem
outros tecidos. A displasia necessita de um acompanhamento maior, ja que é uma
condicdo que pode rapidamente evoluir para um cancer. Quanto mais alteracdes
celulares e disposicao tecidual, maiores séo as chances de evolucéo (National Cancer
Institute, 2015).

» Displasia ——» Cancer

Normal——— Hiperplasia

Figura 02: Transformacé&o de células normais em um céancer.
Esquema que mostra as diferencas visuais de células normais, para células em hiperplasia, displasia
e num cancer. Mostrando que pode ocorrer, ou ndo, essas transforma¢cdes num tecido (Extraido e
modificado de Terese Winslow LLC, acessado em 09 de janeiro de 2019).

A migracdo de células cancerigenas para outros tecidos e 6rgdos é
denominada como metastase. Ocorre através de vasos linfaticos e da circulagéo
sanguinea. Por exemplo, um tumor se origina no estbmago e suas células viajam até
0 cérebro onde se instalam e proliferam, formando outros tumores e alterando outras
células. Ainda assim, esse tumor é classificado como um céncer de estdmago que
sofreu metéstase para o cérebro (Sudhakar, 2009). A Figura 03 mostra e exemplifica

definicdo de metastase.
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Figura 03: Metéastase, o cancer se espalhando para outras partes do corpo.
Células de cancer migrando de seu local de origem através da corrente sanguinea e do sistema linfatico
para outras partes do corpo, o processo de metastase (Extraido e modificado de Terese Winslow LLC,
acessado em 09 de janeiro de 2019).

O cancer € uma doenca causada por mutacdes no DNA que afetam a forma
gue as células se comportam. Essas mutacdes podem surgir a partir de agentes
externos, como a exposi¢cdo a radiacdo solar, agentes quimicos, tabagismo, entre
outros. Podem também, surgir conforme o organismo envelhece e ocorrem erros

celulares ou podem ser herancas genéticas (INCA, 2018).

Essas alteracbes genéticas sdo diferentes de uma pessoa para a outra, e
mudam de acordo com o crescimento do tumor, ou seja, a medida que as células se
proliferam. Isso prejudica muito o tratamento do cancer pois, um mesmo tipo de cancer
tem células diferentes com alteragc6es genéticas diferentes em seu microambiente
(NCI, 2015).

Existem mais de 100 diferentes tipos de cancer e uma forma de classifica-los
pode ser levando em consideracdo a localizacdo primaria do tumor, em 6rgdos ou
tecidos. Podem também ser classificados de acordo com o tipo de célula, sendo
células epiteliais ou escamosas. Surgem em qualquer parte do corpo, embora alguns

0rgaos sejam mais suscetiveis que outros (INCA, 2018).
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A Organizacdo Mundial de Saude (2018) estima que ocorram cerca de 18
milhdes de novos casos de cancer (incluindo cancer de pele ndo melanoma) no mundo
por ano. A incidéncia de cancer de mama é a maior indicada para 2018, com cerca de
43 mil casos. E em segundo lugar, o cancer de prostata, com 22 mil casos (Figura
04).

As estatisticas de incidéncia para o0 mundo em 2018 mostram que o tipo de
cancer mais frequente entre as mulheres é o cancer de mama, sendo também o mais
diagnosticado, seguido pelo cancer colorretal, de pulméo, do colo do utero, da tiroide,
do corpo do utero, do estbmago, do ovario, do figado e linfoma ndo-Hodgkin. Enquanto
nos homens o cancer de pulmao é o mais frequente e a principal causa de morte por
cancer, seguido pelo cancer de prostata, colorretal, estdbmago, figado, bexiga,
esbfago, linfoma ndo-Hodgkin, leucemia e rim (GLOBOCAN, 2018).

As taxas estimadas de mortalidade mostram 9,6 milh6es de mortes por cancer
no mundo apenas em 2018. E quando analisados ambos 0s sexos juntos, o cancer
de pulméao é a principal causa de morte, seguido pelo cancer de mama feminino,

cancer de préstata e cancer colorretal (GLOBOCAN, 2018).

Estimativa das taxas de incidéncia mundial em 2018
Mama 43.5
Préstata 22.8
Pulmdo 18.3
Célon e reto 15.7
Colo do utero 12.8

Estdmago 9.1

Figado 8.0

Corpo do Utero 7.8

Tireoide 6.5

Ovério 6.1

0 10 20 30 40
No Mundo (x 100.000) 4

Figura 04: Estimativa das taxas de incidéncia mundial em 2018, em todo o mundo, para ambos
0s sexos, com idades entre 0-74 anos.

Estimativa das taxas de incidéncia de cancer mundial em 2018, em todo 0 mundo, para ambos 0s sexos

e com idades entre 0-74 anos. Excluindo o cancer de pele ndo melanoma. (Extraido e modificado de

Globocan 2018).
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Nos Estados Unidos a mortalidade por cancer em 2018 foi estimada em 600
mil americanos. Isso significa quase 1700 mortes por dia. Os tipos de cancer mais
frequentes sdo o cancer de pulmao, de préstata (para homens), de mama (para
mulheres) e colorretal (Figura 05). Esses quatro tipos significam cerca de 45% de
todas as mortes por cancer (Siegel, 2018).

Estimated New Cases

Males Females

Prostate 164,690 19% Breast 266,120 30%

Lung & bronchus 121,680 14% Lung & bronchus 112,350 13%

Colon & rectum 75,610 9% Colon & rectum 64,640 7%

Urinary bladder 62,380 7% Uterine corpus 63,230 7%

Melanoma of the skin 55,150 6% Thyroid 40,900 5%
Kidney & renal pelvis 42,680 5% Melanoma of the skin 36,120 4%
Non-Hodgkin lymphoma 41,730 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,950 4%
Oral cavity & pharynx 37,160 4% Pancreas 26,240 3%
Leukemia 35,030 4% Leukemia 25,270 3%

Liver & intrahepatic bile duct 30,610 4% Kidney & renal pelvis 22,660 3%

All Sites 856,370 100% All Sites 878,980 100%

Estimated Deaths

Males
Lung & bronchus 83,550 26% Lung & bronchus 70,500 25%
Prostate 29,430 9% Breast 40,920 14%
Colon & rectum 27,390 8% Colon & rectum 23,240 8%
Pancreas 23,020 7% Pancreas 21,310 7%
Liver & intrahepatic bile duct 20,540 6% Ovary 14,070 5%
Leukemia 14,270 4% Uterine corpus 11,350 4%
Esophagus 12,850 4% Leukemia 10,100 4%
Urinary bladder 12,520 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,660 3%
Non-Hodgkin lymphoma 11,510 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,400 3%
Kidney & renal pelvis 10,010 3% Brain & other nervous system 7,340 3%

All Sites 323,630 100% All Sites 286,010 100%

Figura 05: Estimativas de morte e incidéncia para o Estados Unidos em 2018.
Estimativa das taxas de incidéncia e morte por de cancer nos EUA em 2018, para ambos 0s sexos.
(Extraido e modificado de Siegel, 2018).

No Brasil, estima-se que ocorram cerca de 68 mil novos casos de céancer de
préstata e 60 mil de cancer de mama, esses serdo 0s tipos mais frequentes (com
excecdo do cancer de pele ndo melanoma). Observando a Figura 06 pode-se

observar que os tipos de cancer mais incidentes em homens seréo: préstata, pulmao,
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intestino, estbmago e cavidade oral. Nas mulheres, serdo os canceres de mama,

intestino, colo do utero, pulméo e tireoide (INCA, 2018).

Prostata 68.220 31,7% Mama Feminina 59.700 29,5%

) o : Homens |Mulheres )
fraqueia, Bronquio e Puimdo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdbmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esofago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Figura 06: Distribuic@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes.
Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por sexo, no
Brasil, exceto o cancer de pele ndo melanoma. (Extraido e modificado de INCA, 2018).

Devido a sua alta incidéncia e mortalidade, os estudos para prevencgao e
tratamento do cancer sdo de suma importancia e vem crescendo ao longo dos anos.
O tipo de tratamento mais antigo seria a remocao cirurgica do tumor (em caso de
formacao de um tumor sélido). Porém, sabe-se que apenas com a remocao cirargica,

normalmente, ha a reincidéncia do cancer.

Ao longo dos anos, foram desenvolvidos outros métodos para o tratamento do
cancer como a quimioterapia (uso de farmacos), e a radioterapia, (uso de raios X). Na
maior parte das vezes esses tratamentos sao utilizados em conjunto com a remocao

cirargica do tumor (Sudhakar, 2009).

O uso de drogas quimioterapicas resultou em um bom tratamento para alguns
tipos de cancer. Todavia, sdo responsaveis por induzir diversos efeitos colaterais. Por

ISso, veem sendo desenvolvidos novas abordagens.

Dentre as novas abordagens, existe a supressdo hormonal (em cancer de
mama e de prostata), a combinacdo de farmacos, a terapia com anticorpos
monoclonais e lipossomais, agentes quimioprotetores, hematopoética, transplante de
células estaminais, agentes que superam a resisténcia a mdltiplas drogas e
biofarmacos (Sudhakar, 2009; INCA, 2018).

23



1.2. Cancer de Préstata

A prostata é uma glandula masculina que esta localizada abaixo da bexiga e
na frente do reto. E um pequeno 6rgdo com o formato que lembra uma maca. Fica em
volta da porcao inicial da uretra. E € nessa glandula que é produzido parte do liquido
seminal (INCA, 2018).

As condicBes fisiopatolégicas mais comuns que ocorrem na glandula da
prostata sdo a hiperplasia prostética benigna, que € o crescimento excessivo de
células ndo-tumorais, e o cancer de prostata (Nunzio et al., 2011). Essas patologias
podem ser encontradas coexistindo, assim como com células que apresentam padrao

de crescimento normal (Srougi & Simon, 1996).

O primeiro relato cirdrgico de cancer de préstata foi em 1817 por George
Langstaff. Ja o primeiro caso histologicamente confirmado foi descrito por John Adams
no Hospital de Londres em 1853. Porém, existem estudos paleontolégicos que

mostram casos dessa doenca na pré-historia (Ghabili et al, 2016).

Cerca de 75% dos casos de cancer de prostata no mundo atingem homens a
partir dos 65 anos, por isso é considerada uma doenca da terceira idade. No Brasil,
vem sendo observado um aumento nas taxas de incidéncia, o que pode ser explicado
pela evolucdo dos métodos de diagndsticos, e sistemas de informacdo. Além do
aumento na expectativa de vida dos brasileiros (INCA, 2018).

Alguns fatores agravam o risco de aparecimento do cancer de proOstata tais
como idade, fatores genéticos, habitos alimentares, estilo de vida, o excesso de
gordura corporal e exposicfes a agentes téxicos (aminas aromaticas, arsénio,
derivados do petréleo, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), fuligem e

dioxinas estdo associadas ao cancer de préstata) (INCA, 2018).

7

O desenvolvimento do cancer de préstata € classificado por estagios. No
primeiro estagio os tumores sdo bem pequenos e ndo se encontram fora da glandula
da prostata. Nesse estagio ha grandes chances do tumor ndo evoluir. No segundo
estagio os tumores sdo maiores, podem ser mais de um e apresentam um maior risco
de evolucédo, porém ainda ndo se encontram fora da préstata. No terceiro estagio, o
tumor tem um crescimento fora da glandula da préstata, mas nédo atinge a bexiga ou

o reto, ndo atingindo, portanto, a corrente sanguinea e se espalhando para outras
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partes do corpo. No quarto e ultimo estagio, o tumor alcanca os 6rgdos préximos
acessando a corrente sanguinea e os vasos linfaticos, podendo chegar a qualquer
parte do corpo, em metastase. A maioria dos tumores nesse estagio ndo tem cura

(Figura 07) (American Cancer Society, 2018).

Figura 07: Estagios do cancer de préstata. (Winslow, 2010).
Evolucdo do cancer de préstata. Exemplificando cada estagio do desenvolvimento desse cancer.
(Extraido e modificado de Terese Winslow LLC, acessado em 09 de janeiro de 2019).

Dentre os diversos tipos de cancer, o de prostata € a segunda maior causa de
mortalidade por cancer em homens no mundo, e resultou em mais de 29.720 mortes
apenas em 2013 (Siegel et al., 2012). No Brasil, foi estimado para 2018 68 mil novos
casos de cancer de prostata. Na distribuicdo geografica a maior incidéncia sera no sul
e sudeste do pais (Figura 08) (INCA, 2018).

Essa doenca representa desafios significativos para o sistema de saude em

muitas partes do mundo. Contudo, 0s processos celulares e moleculares subjacentes
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a patogénese e o desenvolvimento do céncer de prostata sdo pobremente
compreendidos (Shen & Abate-Shen, 2010).

Homens
66.33 - 111,50
61.44-66,32
37.33-6143

22,74 -37.32

Figura 08: Incidéncia de cancer de prdstata no Brasil para 2018.
Representacao espacial das taxas de incidéncia de cancer de préstata no Brasil, por 100 mil homens,
estimadas para o ano de 2018. (Extraido e modificado de INCA, 2018).

Os sintomas mais comuns e iniciais dessa doenca sao alteragdes no padréo e
frequéncia urinarios, a presencga de sangue na urina e a disfuncéo erétil. O diagnostico
inicial é feito com o exame do toque retal e a quantificacdo dos niveis do Antigeno
Prostético Especifico (PSA) (NICE, 2015).

O PSA é um importante marcador usado para detectar, monitorar e classificar
o cancer de prostata. O aumento dos niveis de PSA é proporcional ao tamanho da
prostata. Podendo detectar alteracbes como a hiperplasia prostatica benigna e o
cancer de prostata. Ja que o PSA é uma enzima 6rgao especifica e ndo doenca

especifica (Furini et al, 2016).

As linhagens celulares PC-3 e DU-145 sdo comumente utilizadas em estudos
sobre essa doenca. A PC-3 € uma linhagem de céancer de prostata que teve como
origem uma metastase do 0sso de um adenocarcinoma da classe IV. A DU-145, teve

como origem um adenocarcinoma com metastase no cérebro. Ambas as células foram
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isoladas dos sitios metastaticos especificados. As duas linhagens sédo tumorigénicas
(Stone et al, 1978 & Kaighn et al, 1979).

Diferente de outros tipos, no cancer de préstata, a quimioterapia ndo é o
principal tratamento. E usada apenas quando a cirurgia e a terapia de supressdo
androgénica falharem. Porém, alguns estudos ja mostram que a terapia de supressao
androgénica estd cada vez mais resultando no aparecimento de células tumorais
altamente resistentes a hormoénios. Isso limita o tratamento ao uso de drogas

citotoxicas (Shankaranarayanan et al, 2016).

Por esse e outros motivos, € importante estudar e desenvolver novos
biofarmacos eficazes que possam causar morte celular especifica

(Shankaranarayanan et al, 2016).

1.3. Lactoferrina

A alimentacdo tem grande impacto para o desenvolvimento de diversas
doencas cronicas, assim como o cancer. Produtos lacteos, como a manteiga, queijo,
o iogurte e o préprio leite, sdo componentes importantes na dieta humana.
Particularmente no mundo ocidental, sendo o leite bovino 0 mais consumido (Tsuda
et al, 2000).

O leite possui diversos tipos de proteinas em sua composicdo. A sua fracao
proteica é separada em dois grandes grupos: as caseinas e as proteinas do soro do
leite (Lievore, 2013). A lactoferrina faz parte do segundo grupo, como mostra a Tabela
01.

Proteina Peso molecular (kDa) Soro (Yom/v)
Beta-lactoglobulina 18 0,29
Alfa-lactoalbumina 14 0,13

Caseina do soro - 0,21
Imunoglobulinas 1000 - 1430 0,06
Albumina do soro bovino 66 0,06
Lactoferrina 80 0,02
Lactoperoxidase 78 0,04

Tabela 01: Proteinas presentes no soro do leite. (Modificado de LIEVORE, 2013)
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O leite é a maior fonte de lactoferrina, variando de 5,0 a 6,7 mg/mL no colostro
de leite humano e de 0,1 a 2,6 mg/mL no leite humano maduro (Queiroz et al., 2013).
No colostro do leite bovino, ha apenas 0,83 mg/mL de lactoferrina enquanto no leite
maduro cerca de 0,09 mg/mL (Lonnerdal & lyer, 1995). A sintese de lactoferrina nas
glandulas mamarias é controlada pelo horménio prolactina (Green & Pastewka, 1978).

A Lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina globular. Faz parte da familia das
tranferrinas e € uma proteina ligadora de ferro, que estd presente em diversas
secrecdes exocrinas, como a lagrima, a saliva, o leite e 0 muco cervical (Wakabayashi
et al., 2006). Possui uma massa molecular de aproximadamente 80 kDa (Di Biase,
2003). Existe uma forma da Lf encontrada em bovinos, conhecida como bLf, que tem
se mostrado um 6timo modelo para se estudar as atividades biolégicas (Moore, 1997).

Em 1939, a lactoferrina bovina (bLf) foi fracionada como uma parte vermelha
do leite de vaca (Soerensen & Soerensen, 1939). Em 1960, a chamada “proteina
vermelha do leite” foi descrita como uma proteina pertencente a familia das
transferrinas (Tomita et al., 2009). Desde entéo, crescentes estudos sobre a estrutura
e funcdo vém sendo feitos, uma vez que a lactoferrina bovina desempenha um
importante papel na satde por ser uma proteina multifuncional (Baker & Baker, 2008)
(Figura 09).

Figura 09: Estrutura tridimensional da lactoferrina bovina.
A lactoferrina possui dois lobos, N e C que sé@o conectados por uma a-hélice. Os aminoacidos que
participam da ligacdo de ferro nesta estrutura estdo destacados em laranja (duas tirosinas, um
aspartato e uma histidina). Essa estrutura foi criada utilizando o software PyMol, a partir de dados
cristalogréaficos depositados no “Protein Data Bank” sob o cédigo “1BLF” (MOORE et al., 1997).
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Essa proteina pode ser encontrada em dois estados conformacionais. O estado
conformacional “apo-lactoferrina” (apo-Lf) representa a proteina que nado esta ligada
a ions férricos e o estado conformacional “holo-lactoferrina” (holo-Lf), representa a

proteina ligada a dois ions férricos (Figura 10).

Figura 10: Estrutura tridimensional da lactoferrina
(A) Estrutura da apo-lactoferrina. (B) Estrutura da holo-lactoferrina com o ion ferro, representado pela
esfera vermelha. As setas e azul indicam as diferencas de abertura entre os dominios nas duas formas
da lactoferrina. A estrutura secundaria alfa-hélice e folha-f3 estao representadas em amarelo e verde,
respectivamente. (Extraido e modificado de BAKER & BAKER, 2008)

Muitos trabalhos discutem diversas funcdes bioldgicas atribuidas a lactoferrina
bovina (Figura 11). Dentre elas: o transporte de ferro, a atividade imunomoduladora,
anti-inflamatéria, antitumoral, antiviral, estimulacdo do crescimento celular,
antioxidante, entre outras (Gifford et al., 2005; Wakabayashi et al, 2006). Sendo assim,
mais estudos envolvendo a lactoferrina sdo fundamentais para o entendimento das

suas diversas funcionalidades.
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Funcbes Gerais

LD €5 CTEE Proteina ligadora de
Antiendotoxinas

Anti-inflamatério f?rro
Imunomodulador Absorcdo de ferro
Regulador de transcri¢io ‘Sequestra(ior de ferlto
Recrutamento de células imunes Inibe formacdo de biofilme

[ Lactoferrina ]7

Atividades contra
patégenos Outras atividades

Antibacteriana Antimicrob.iana )
Antifdingica Modula a flora intestinal

Antiviral Biomarcador

Anticancerigena Adjuva.mtfa vacinal
Antiparasita Antioxidante

Atividade enzimatica
Inibidor de proteinase

Figura 11: As principais funcdes da lactoferrina.
As principais funcdes bioldgicas da lactoferrina separadas por categorias, como atividades contra
patégenos, proteina ligadora de ferro, funcdes gerais e outras (Modificado de Voguel et al., 2012).

Atualmente, grande atencdo tem sido dada para estratégias que previnem o
cancer. Compostos bioativos tém sido associados na modificacdo de processos

carcinogénicos especificos (Ross & Davis, 2011).

Devido as suas funcgbes biologicas, a lactoferrina bovina (bLf) tem sido
amplamente associada ao reforco imunolégico e propriedades anti-cancerigenas
(Kanwar & Kanwar, 2013). Foi demonstrado que a bLf nativa (15-20% de ferro
saturado) inibe o crescimento de células cancerigenas de célon, pulmao, bexiga e
mama e foi relatado induzir apoptose em células de cancer de cdlon, pulméo,
estbmago e mama (Gibbons et al, 2015). Isso torna a lactoferrina bovina uma

importante biomolécula para estudos contra o cancer.

Um trabalho sobre atividade antitumoral foi desenvolvido com um conjugando
de lactoferrina bovina e doxorrubicina (farmaco ja utilizado na quimioterapia do
cancer) em linhagens de cancer de proéstata. O conjugado se mostrou eficaz contra o
desenvolvimento do cancer, aumentando a citotoxicidade e induzindo apoptose. Além
de ter uma toxicidade menor em células normais quando comparado a doxorrubicina

sozinha (Shankaranarayanan et al, 2016).

Outro importante trabalho mostra como a lactoferrina bovina inibe a

proliferacdo, induz a apoptose, acidificagdo intracelular e perturba acidificacéo
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lisossomal. Isso em linhagens de células de céncer de préstata altamente
metastaticas. A linhagem PC-3 foi uma das utilizadas no estudo. Esse trabalho sugere
gue o mecanismo de acdo da lactoferrina bovina seja na bomba de V-ATPase na
membrana plasmatica, dificultando sua atividade e diminuindo a acidez, e desta forma
provavelmente limitara a progressdo e metastase do tumor (Guedes et al, 2018).

Claramente s&o necessarios mais estudos com a atividade antitumoral da lactoferrina.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da lactoferrina bovina (bLf), nas suas formas apo e holo, em

linhagens celulares e tumorigénicas da prostata humana.

2.2. Objetivos especificos

Analisar os efeitos da apo- e holo-bLf na viabilidade e proliferacéo celular em
PC-3 e DU-145;

Verificar modificagées no ciclo celular em PC-3 e DU-145, pela acao da apo- e
holo-bLf;

Observar modificagdes no processo de morte celular em PC-3 e DU-145, pela

acao da apo- e holo-bLf.
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3. Metodologia

3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. A agua foi
destilada e deionizada num sistema de purificacdo de agua Millipore. A apo-
lactoferrina bovina foi comprada na Life Extension (Florida,USA). Para o preparo da
holo-bLf, o acido nitrilotriacético e nitrato férrico utilizados foram obtidos da Sigma

Chemical Co.

3.2. Preparo de apo-lactoferrina bovina

A apo-lactoferrina bovina foi preparada a partir de capsulas comercializadas pela
empresa Life Extension (EUA). Cada capsula contém 300 mg de bLf. Para a
solubilizacéo da proteina, foi colocado em um tubo cénico de 15 mL todo o contetudo
(p6) da cépsula e adicionado 3 mL de tampao PBS (140 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI,
10 mM de NazHPO4 e 1,8 mM KH2PO4 em pH 7,4) homogeneizando em um agitador.
A cépsula continha celulose e, para separa-la da proteina, foram feitos quatro ciclos
de centrifugacao, de 10 minutos cada, a uma velocidade angular de 7000 rpm (12.052
X g) a 4 °C (centrifuga Eppendorf modelo 5430, rotor F-35-6-30). Em seguida a apo-
bLf foi filtrada em uma membrana de nitrocelulose estéril com poro de 0,22 um
(Millipore, EUA) em uma cabine de biosseguranca ESCO, aliquotada em microtubos
de 500 pL e congelada a -20°C. Finalmente, a apo-bLf foi dosada em um
espectrofotometro por absorbancia em comprimento de onda de 280 nm, utilizando

um coeficiente de extingdo molar de 1.27 (Shimazaki, 1998).

3.3. Preparo de holo-lactoferrina bovina

A holo-lactoferrina foi preparada a partir da apo-bLf com base em um protocolo
desenvolvido por Bokkhim et al (2013). Partindo-se de uma concentracdo de 10
mg/mL, através da diluicdo do estoque de apo-bLf em tampao Tris 10 mM NaCl 75
mM e pH 7,2. Apés a diluicdo, foi adicionada a ela uma solugdo FENTA (9,9 mM de
nitrato férrico e 8,5 mM de acido nitrilotriacético, agua deionizada) em uma proporgao

de 2:1. O pH foi ajustado para 7,0 utilizando solucdo a 1 M de bicarbonato de sodio.
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Essa nova solugéo de apo-bLf foi incubada por uma hora a 4°C. Posteriormente, para
retirar o ferro ndo ligado a proteina, a amostra foi dialisada contra um tampao com 25
mM Tris, 150 mM NaCl pH 7,5 a 4 °C por 48 horas. Foi utilizada uma membrana de
dialise com “cutoff” de 10KDa e o tampéo foi trocado a cada 5 horas. Em seguida, a
holo-bLf foi filtrada em uma membrana de nitrocelulose estéril com poro de 0,22 um
(Millipore, EUA) em uma cabine de biosseguranca ESCO, aliquotada em microtubos
de 500 pL e congelada a -20°C. Finalmente a proteina foi entdo dosada em um
espectrofotometro utilizando comprimento de onda de 280 nm, com o coeficiente de
extingdo molar da holo-bLf de 1.51 (Groves, 1960). A presenca de do ion ferro foi

verificada a partir de leitura espectrofotométrica a 465 nm.

3.4. Cultura de células

As células utilizadas nesse trabalho foram as linhagens celulares de cancer de
prostata humana, PC-3 e DU-145. Essas linhagens sdo derivadas de pacientes com
cancer de préstata com metastase em 0sso e cérebro, respectivamente, sendo
isoladas dos sitios metastéaticos especificados. Ambas foram doadas pelo Grupo de
Biomarcadores Neopléasicos do INCA. As células PC-3 e DU-145 foram crescidas em
monocamadas utilizando frascos de cultura de 25 cm? (Greinei Bio-one) em meio
DMEM alta glicose (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e
tamponadas com 2g/L de bicarbonato de sédio (Sigma), pH 7,4, sob atmosfera com
5% CO2 a 37°C.

3.5. Andlise da morfologia celular

A andlise da morfologia celular foi feita através de imagens das células em cultura
apos 24 horas e 48 horas de tratamento com ambas as formas de bLf. As células
foram colocadas em uma placa de 24 pocos. Depois de chegarem a 90% de
confluéncia, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com tampéo PBS
e incubadas com as concentracdes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo- e holo-bLf e 1, 10,
20 e 40 de apo-bLf. O periodo de tratamento foi de 24 horas e 48 horas. Apos esse
periodo as imagens foram obtidas, utilizando-se microscépio éptico EVOS (Thermo

Fisher), seguindo a metodologia de trés fotos por poco, sendo uma imagem do centro,
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uma do quadrante superior direito e uma do quadrante inferior esquerdo (préximo do
limite da placa). Foram feitos experimentos em triplicata. As imagens foram tratadas

no “software” ImageJ e utilizadas para as comparagcdes da morfologia celular.

3.6.Internalizacdo da lactoferrina bovina

Para os ensaios de internalizacdo celular de lactoferrina, realizamos a
marcacédo da bLf com FITC - isotiocianato de fluoresceina - na razdo molar de 1:10,
durante uma hora a 4°C. Para a marcacéao, a lactoferrina foi colocada em tampao
fosfato basico (Na2HPO4.7H20 (2,5%) NAH2PO4 (0,082%)) em pH 8. A lactoferrina
utilizada se encontrava na sua forma apo e holo-bLf. Para a remocao de todo FITC
livre, foram feitas sucessivas centrifugacdes contendo PBS (cerca de 5 vezes) em
uma unidade filtrante Vivaspin (GE Health Care, EUA) com peso molecular de corte
em 30 kDa. As proteinas foram ressuspendidas em tampao PBS, verificando se o
volume final era 0 mesmo que o inicial para ndo ocorrer mudancas de concentragcao
das proteinas. As proteinas marcadas foram utilizadas no mesmo dia para o
experimento. As células foram plaqueadas em uma placa comercial “CELLview™
Slide” (Greiner bio-one). Apds confluéncia, as células foram lavadas com 100 pul de
PBS e colocou-se as concentragdes de 8 mg/mL e 16 mg/mL dos conjugados apo-
bLf-FITC e holo-bLf-FITC, diluidas em DMEM, durante 24 horas. As células no
controle ndo foram incubadas com FITC-bLf. Depois desse periodo as moléculas de
lactoferrina ndo ligadas foram lavadas com PBS e as células fixadas com formaldeido
a 3,7% em PBS, por 15 minutos, a 4°C. O estudo da localizacao da lactoferrina ocorreu
mediante analise microscopica. A técnica de microscopia utilizada foi a microscopia
confocal por escaneamento com laser e analise de fluorescéncia (LSCFM — Laser
Scanning Confocal Fluorescence Microscopy), o laser utilizado foi o laser de ions de
argbnio, com faixa de emissao selecionada em 488 nm e a emisséo foi coletada
utilizando filtro bandpass de 500 nm a 550 nm. As fatias Opticas analisadas possuiam
espessura menor que 1 um e utilizando uma objetiva plana-apocromatica de imerséo
em 6leo, com aumento de 63 vezes (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e sendo
entdo observadas em microscopio de fluorescéncia Axio Observer.Z1 e lente objetiva
Plan-Apochromat 40x/1.0 Oil Iris (Zeiss Inc.) e analisadas em microscopio de

fluorescéncia LSM 510 Meta Confocal Microscope (Zeiss Inc, Oberkochen).
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3.7. Ensaio de viabilidade celular

Conforme descrito por Mosmann (1983), a viabilidade celular foi determinada pelo
teste colorimétrico MTT (Amresco, USA). Ao adicionar o composto MTT [brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] em uma cultura, as desidrogenases
presentes em células metabolicamente viaveis clivam o anel de tetrazdlio,
transformando um composto inicialmente amarelo (MTT) em um composto azul
escuro, o formazan [E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan] que séo
cristais insoltveis em solugdes aquosas. Portanto a quantificacdo da reducédo de MTT
em formazan caracteriza uma deteccédo da atividade metabolicaque esta diretamente
ligada a viabilidade celular (ATCC® 30-1010K). Para essa andlise, placas de 96 pocos
foram preparadas utilizando 1,0x10* células/poco, mantidas com 100 pL de meio
DMEM alta glicose, suplementado com 10% de soro e 1% de Penicilina e
Estreptomicina. As células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO:2 por
aproximadamente 24 horas. Apés isto, as células foram lavadas com tampé&o PBS e
100 pL de solucédo apo- e holo- bLf foram adicionadas nos pocos. Em concentracfes
de apo-bLf e holo-bLf de 2, 4, 8 e 16 mg/mL e apo-bLf em concentra¢des de 1, 10, 20
e 40mg/ml (diluidas em meio de cultura). Como controle negativo foi utilizado meio
DMEM, e, como controle positivo, foi utilizado Triton X-100 a 0,1%, ambos colocados
no mesmo dia do tratamento com a bLf. ApGs 24 horas e 48 horas de incubacédo na
estufa, a bLf foi retirada dos pocos que foram lavados com PBS e entéo foi adicionado
uma solucdo de 200 uL MTT (Sigma) em concentracao de 5 g/L diluido em PBS. A
placa foi entdo incubada por 3 horas a 37°C. Apos esse periodo, o MTT foi retirado
gentilmente dos pocos, evitando a suspenséo dos cristais de formazan. Apgds isto, foi
adicionado 200 pL/poco de alcool isopropilico. O alcool isopropilico, usado para
solubilizar os cristais formados, foi homogeneizado e 100puL desta solucdo resultante
foi colocado em uma nova placa de 96 pocos. Por fim, a placa foi analisada em um
espectrofotdmetro utilizando a absorbancia a 570 nm e 650 nm. Os po¢cos com 0
controle negativo foram considerados como 100% de viabilidade celular. Este
experimento foi repetido em triplicata com preparacdes independentes. A viabilidade

celular foi calculada conforme a seguinte equacéo:

_ (abs 570 nm) - (abs 650 nm) com bLf
"~ (abs 570 nm)- (abs 650 nm) sem bLf

%

X100
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3.8. Ensaio de contagem de células por azul de Tripan

Esse ensaio foi realizado com o objetivo de avaliar, através de contagem
diferencial de células viaveis e mortas por coloracdo de Tripan, a viabilidade celular
apos o tratamento com a bLf em periodos de 24 e 48 horas. O experimento se baseia
na permeabilidade seletiva das células que estao viaveis e ndo sédo coradas pelo o
azul de Tripan, ja que as células que estdo mortas sofrem alteracées na membrana
afetando a permeabilidade seletiva e permitindo a entrada do corante nas células,
deixando-as com uma cor azul (Khosravi-Far, & Zakeri, 2008). Os ensaios foram
realizados colocando as células em placas de 24 pocos, mantidas com 500 uL de
meio DMEM alta glicose com 10% de SFB e 1% de PE/ES por poco. As placas foram
mantidas na estufa a 37°C por aproximadamente 24 horas, para chegar a 90% de
confluéncia. Em seguida, o meio foi removido e as células foram lavadas com 500mL
de tampédo PBS. No controle foi colocado o meio de cultura e nos outros pogos as
concentracdes de apo-bLf e holo-bLf 2, 4, 8 e 16mg/ml, preparadas com o meio de
cultura. ApGs o tratamento as células foram ressuspendidas em 200 pyL de meio
DMEM alta glicose e 10 yL dessa suspensao foram retirados e misturados com 10 uL
de solucdo 1% de Azul de Tripan em PBS (Gibco). Da ultima suspenséo, 10 uL foram
retirados e colocados na camara de Neubauer, para a contagem de células. Foram
contadas as células nos quatro quadrantes externos da camara, distinguindo células
vivas de mortas através da coloracéo. Por fim, foi calculada a concentracao de células
e feito um gréfico da porcentagem. Como o volume de cada quadrante da camara de
é de 104 mL, multiplica-se o valor obtido por 10%, e por serem quatro quadrantes
contados, divide-se o valor obtido por quatro. Além disso, as células foram diluidas
duas vezes, entdo se multiplica o valor por dois. Dessa forma, obtemos a seguinte

férmula para o calculo da concentracdo de células por mililitro:
N 4
C= 1 x2x10

onde C é a concentracdo de células por mililitro e N € o nUmero de células

contadas nos quatro quadrantes da camara de Neubauer.
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3.9. Ensaio de proliferagéo celular

Para o0 ensaio de proliferagdo celular foi utiizado o corante CFSE,
Carboxyfluorescein succinimidyl ester, (Thermo Fisher). As células foram colocadas
em uma placa de 6 pocos e, apos 24 horas, as células estavam com 90% de
confluéncia. As células foram lavadas com 1 mL de PBS e incubadas por 20 minutos
a 37°C com 400 ul por pogo de uma solugéo de CFSE, preparada com PBS, a 5 pM.
Decorridos os 20 minutos de incubacdo, a solugéo foi retirada, as células foram
lavadas com 1 mL de PBS e foi adicionado meio de cultura no controle negativo , e as
concentracdes de bLf nos tratamentos. As concentragdes foram de 2, 4, 8 e 16 mg/ml
de apo-bLf e holo-bLf. As células ficaram incubadas com a bLf durante 24 e 48 horas.
ApGs o periodo de tratamento, as células lavadas com 1 mL de PBS. Foi adicionado
400ul de tripsina, e a placa foi colocada na estufa a 37°C até soltarem,
homogeneizadas com 400ul de meio DMEM alta glicose. Apés a ressuspensao, as
células foram contadas, como descrito anteriormente. Apds a contagem, coletou-se
1x105 células e levadas para o citbmetro. Foram analisados 20.000 eventos no canal
do fluorocromo Alexa Fluor™ 488 (Filtro bandpass 530/30) no citbmetro de fluxo
FacsAria (BD Biosciences). Os dados foram adquiridos no software FACSDIVA e

analizados pelo software Flow Jo (FlowJo, LLC).

3.10. Ensaio de ciclo celular

A andlise de ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de
propidio com a solucdo de Vindelov (Vindelov, 1977). As células foram plaqueadas
em uma placa de 6 pocos, e apds 90% de confluéncia, aproximadamente 24 horas
depois, as placas foram tratadas com 1,5 mL de apo-bLf e holo-bLf nas concentracdes
de 2, 4, 8, 16 mg/ml e de apo-bLf 1, 10, 20 e 40 mg/ml, no controle negativo foi
colocado apenas meio de cultura. Apds o tempo de tratamento, 24 horas e 48 horas,
o meio foi removido e as células foram lavadas com 1mL de PBS. Foi adicionado 400ul
de tripsina, e a placa foi colocada na estufa a 37°C até soltarem, homogeneizadas
com 400ul de meio DMEM alta glicose e centrifugadas a 140 g por 5 minutos. Coletou-
se entdo 1x10° células e colocadas em microtubos de 1,5mL. Nesses tubos foi
adicionado de solucéo fria de Vindelov (Vindelov, 1977), contendo 0.1% Triton X-100,
0.1% RNase e 50 pug/mL de iodeto de propidio (Sigma). Apds incubacdo por 15
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minutos protegidos da luz, a suspensdao celular foi levada para o citbmetro FacsAria
(BD Biosciences). Foram entdo analisados cerca de 20000 eventos no citbmetro de
fluxo no canal do fluorocromo PI (Filtro bandpass 616/23). Os dados foram analizados

pelo software Flow Jo.

3.11. Ensaio de apoptose

O ensaio de apoptose foi realizado utilizando-se marcagcéo com anexina V e iodeto
de propideo. A anexina-V liga-se a fosfatidilserina, um fosfolipidio da camada interna
da membrana celular que passa a ser exposto na camada extracelular da célula em
apoptose. Ja o iodeto de propideo é um intercalante de DNA impermeavel a
membrana plasmatica de células viaveis, portanto, apenas células em necrose
permitem a entrada desse composto. Para sua indicacdo, utilizamos a anexina V
humana conjugada a Alexa Fluor 488. Dessa forma, o complexo anexina V-Alexa
Fluor 488 possui uma intensa fluorescéncia verde (ex/em = 488 nm/= 540 nm). Assim,
como 0s ensaios sdo realizados utilizando-se células viaveis ndo permeabilizadas, a
marcacdo obtida é resultado do processo de externalizacdo de fosfatidilserina.
Excluimos a hipétese de estar ocorrendo ruptura de membrana com consequente
exposicdo de PS da face interna a anexina V-FITC, através de ensaios com 10 pug/mL
de iodeto de propidio (PI), presente no KIT, que € um marcador nuclear impermeavel
a membrana plasmatica. A células foram, entdo, colocadas em placas de 6 pocos
contendo 1x10° células em 1,5 mL de meio, a 37°C e em uma atmosfera com 5% de
CO2. Realizamos as analises em dois tempos 24 horas e 48 horas. Nas
concentracdes de apo- e holo-bLf de 2, 4, 8 e 16 mg/ml e apo-bLf com 1 a 40 mg/ml.
Apos o periodo de tratamento, as amostras foram coletadas, ressuspendendo todo o
conteudo dos pocos e transferindo para um tubo de microcentrifuga. Apés isso, as
células foram lavadas 2 vezes com PBS, foram centrifugadas a 140 g por 5 min,
descartando o sobrenadante, e adicionando 100 uL de PBS. ApoGs o processo de
lavagem, as células foram ressuspendidas em 50 pL de annexin-binding buffer 1x,
adicionando 1 pL de Alexa Fluor® 488 annexin V contida no KIT e 0,25 L de solucao
de Pl a 100 ug/mL. As células foram, entdo, incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente, protegidas da luz. Apos o periodo de incubacéo, as células foram mantidas

em gelo até a analise. Foram analisados 20.000 eventos no canal do fluorocromo
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Alexa Fluor™ 488 (Filtro bandpass 530/30) e o PerCP (Filtro bandpass 675/20) no
citbmetro de fluxo FacsAria (BD Biosciences). Os dados foram adquiridos no software
FACSDIVA e analizados pelo software Flow Jo (FlowJo, LLC).

3.12. O ensaio com sondas para avaliacdo de estresse oxidativo e ativacdo de

apoptose no Operetta High-Content Imaging System

O ensaio com sondas para avaliacdo de estresse oxidativo e ativacdo de apoptose
no Operetta High-Content Imaging System foi realizado com duas solugdes diferentes
de sondas. A primeira solu¢ao continha o reagente Dihydroethidium (Hydroethidine)
(#D1168), o MitoTracker Green FM (MTG) (#M7514), e Hoechst 33342 (#H1399), com
concentracéao final de 5 uM, 0,15 uM e 1 pM, respectivamente. A segunda solucéo
continha o reagente Ethydium homodimer (EthD-1) (#E1169), CellEvent Caspase-3/7
Green Detection Reagent (#C10423) e Hoechst 33342 (#H1399), com concentragao
final de 2 uM, 2 uM e 1 uM. As células foram colocadas em duas placas (uma para
cada solucéo de sonda) de 96 pocos (placa #655090). Cada poco ficou com 2000 a
2500 células. Apos 24 horas de crescimento celular, as placas foram tratadas com
100 pl de apo-bLf e holo-bLf nas concentragfes de 2, 4, 8, 16 mg/ml por um periodo
de 24 horas e 48 horas. 60 minutos antes do término do periodo de incubacdo dos
tratamentos, foi adicionado 5 pL de solucdo de perdxido de hidrogénio (H202) a 4
mM, em cada poc¢o do controle positivo, que continha 100 pL de meio, dessa forma a
concentracédo final de H202 ficou em 200uM. As células de controle positivo foram
incubadas com soluc&o de peroxido de hidrogénio por 30 min a 37 °C e 5% CO2. Ap6s
esse periodo, retirou-se o meio com os compostos e foram adicionados 50 yL das
solucbes de sondas, sendo cada solucdo em cada placa especifica, diluidos com
DMEM/F-12 sem vermelho de fenol. Apds isso, as placas foram incubadas a 37 °C, 5
% CO2 por 30 min. posteriormente, as placas foram colocadas no equipamento e as
imagens foram adquiririas no Operetta High-Content Imaging System (Perkin Elmer)
com a temperatura 37 °C e 5 % CO2. As imagens obtidas foram analisadas no

software Columbus Image Data Storage and Analysis System (Perkin Elmer).
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3.13. Andlises Estatisticas

Os dados dos experimentos estdo representados graficamente com meédia
+ desvio padrdo da média e os valores de p < 0,05 séo considerados significativos.
Os dados seguem distribuicdo normal e o teste utilizado foi o teste t-student para

dados pareados. As analises foram feitas no software GraphPrism verséo 5.03.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Linhagem Celular DU-145
4.1.1. Ainfluéncia da Lactoferrina bovina sobre a morfologia celular

A primeira abordagem experimental desta dissertacdo foi examinar a
morfologia celular com o objetivo de verificar o efeito da lactoferrina bovina (bLf) nas
linhagens celulares utilizadas. Para tanto, a linhagem celular DU-145 foi incubada com
a lactoferrina bovina e imagens foram adquiridas utilizando aumento de 10 e 20x. Para
estimar a visualizacao da cultura como um todo e para analisar as diferencas célula a

célula.

O experimento foi realizado incubando a célula DU-145 com a apo e holo-bLf
por 24 horas e 48 horas. Sendo assim, foi possivel observar diferencas significativas
entre as células do controle e as incubadas com bLf (Figuras 12 e 13). E possivel
perceber claramente que o tratamento com a apo-bLf alterou o formato das células.
A partir da concentracédo de 4 mg/ml em 24 horas e a partir de 2 mg/ml em 48 horas,
as células passaram a apresentar uma morfologia mais alongada. Além disso, é
possivel perceber um aumento da quantidade de granulos intracelulares, o que pode
ser verificado principalmente na concentracdo de 16 mg/ml no tempo de 24 horas e
com 8 mg/ml no tempo de 48 horas. Outro ponto observado no aumento de 10x,
aparentemente a quantidade de células estd menor do que o controle, principalmente
em 48 horas.

As Figuras 14 e 15 que mostram o tratamento com a holo-bLf. De maneira
similar ao que foi observado para a apo-bLf, alteracées morfol6gicas também foram
observadas nas células DU-145 incubadas com a holo-bLf. Importante ressaltar que
essas alteracbes morfolégicas foram mais pronunciadas e iniciaram em
concentragbes menores de holo-bLf. Além disso, foi observado uma maior quantidade

de granulos quando comparados com a apo-bLf.

O conjunto destes resultados demonstram que a bLf afeta a morfologia celular
da linhagem DU-145 em comparacdo com o controle. Muito embora tanto a apo-
guanto a holo-bLf causem efeitos morfolégicos similares, dose e tempo-dependentes,

o tratamento com holo-bLf mostrou ser mais drastico quando comparado a apo-bLf.
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DU-145 24 horas

Aumento de 10x Aumento de 20x

Controle

2 mg/ml
Apo-bLf |

4 mg/ml
Apo-bLf

8 mg/ml
Apo-bLf

Figura 12: Influéncia da apo-bLf sobre a morfologia da célula DU-145 em 24 horas.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscépio EVOS, nos aumentos de 10x e 20x. A
linhagem DU-145 foi mantida com as concentragfes 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo-bLf por 24 horas, o
controle recebeu apenas meio de cultura.
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DU-145 48 horas

Aumento de 10x Aumento de 20x

Controle

2 mg/ml
Apo-bLf

4 mg/ml
Apo-bLf

8 mg/ml
Apo-bLf

16 mg/ml
Apo-bLf

Figura 13: Influéncia da apo-bLf sobre a morfologia da célula DU-145 em 48 horas.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscépio EVOS, nos aumentos de 10x e 20x. A
linhagem DU-145 foi mantida com as concentragfes 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo-bLf por 48 horas, 0
controle recebeu apenas meio de cultura.
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DU-145 24 horas

Aumento de 20x

Aumento de 10x

Controle

2 mg/ml
Holo-bLf

4 mg/ml
Holo-bLf

8 mg/ml
Holo-bLf

16 mg/ml
Holo-bLf

Figura 14: Influéncia da holo-bLf sobre a morfologia da célula DU-145 em 24 horas.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscopio EVOS, nos aumentos de 10x e 20x. A
linhagem DU-145 foi mantida com as concentracdes 2, 4, 8 e 16 mg/ml de Holo-bLf por 24 horas, o

controle recebeu apenas meio de cultura.
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DU-145 48 horas

Aumento de 10x Aumento de 20x

Controle | L% AN\

2 mg/ml
Holo-bL, :
4 mg/ml
Holo-bL
8 mg/ml
Holo-bL
16 mg/ml
Holo-bL

Figura 15: Influéncia da holo-bLf sobre a morfologia da célula DU-145 em 48 horas.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscépio EVOS, nos aumentos de 10x e 20x. A
linhagem DU-145 foi mantida com as concentracdes 2, 4, 8 e 16 mg/ml de Holo-bLf por 48 horas, o
controle recebeu apenas meio de cultura.
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4.1.2. Trafego intracelular da Lactoferrina Bovina

Uma vez que foram identificadas alteragdes morfologicas induzidas pela acdo
da bLf, decidimos avaliar a interacdo das formas apo- e holo-bLf com a célula DU-
145.0 objetivo deste experimento foi verificar se havia internalizacédo da proteina nas
formas apo- e holo-bLf na linhagem celular DU-145. As proteinas foram marcadas
com FITC e as imagens foram adquiridas com um tratamento de 24 horas (Figura 16).
Pode-se perceber pelas imagens que tanto a apo- como a holo-bLf sdo internalizadas
pela linhagem DU-145. Muito embora a bLf tenha sido internalizada tanto na
concentracdo de 8 mg/mL, quanto na de 16 mg/mL, a lactoferrina na maior

concentracéao foi capaz de ser internalizadas de maneira mais efetiva.

Esse tipo de interacdo entre a célula DU-145 e a lactoferrina bovina pode
explicada pelo fato dessa proteina ter uma carga positiva na regido N-terminal que
pode interagir com a carga negativa da heparina e de glicosaminoglicanos presentes
na superficie celular (ANDERSEN et al., 2004, CARVALHO et al., 2014). Além disso,
ja se sabe que a lactoferrina pode se ligar a receptores lipoproteicos de baixa
densidade e a proteina relacionada ao receptor de lipoproteinas de baixa densidade
(CHIEN et al., 2008).
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Campo claro Fluorescéncia Sobreposicao

Holo-bLf 8mg/ml Apo-bLf 16mg/ml Apo-bLf 8mg/ml Controle

Holo-bLf 16mg/ml

Figura 16: Microscopia Confocal de Fluorescéncia por Escaneamento com Laser das células
DU-145 incubadas com apo- e holo-bLf - FITC.
Apos conjugar moléculas de isotiocianato de fluoresceina (FITC) a lactoferrina bovina, administrou-se
a solugdo contendo o conjugado a cultura de células DU-145 por 24 horas. A técnica utilizada foi a
microscopia confocal de fluorescéncia com escaneamento a laser, utilizando, para tanto, laser
composto por ions de argdnio e analisando camadas menores de 1 micrometro de espessura.

48



4.1.3. Efeito da Lactoferrina bovina sobre a viabilidade celular

Uma vez que foi demonstrado que a bLf, além de alterar a morfologia celular
também é capaz de ser internalizada pela DU-145, decidiu-se investigar se tais
proteinas seriam capazes de reduzir a viabilidade desta linhagem tumoral. Para
enderecar melhor esta questdo realizamos ensaios de viabilidade celular, o teste de

MTT e o teste de contagem de células com coloracéo por azul de tripan.

4.1.3.1. Ensaiode MTT

O ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]
tem como objetivo a quantificacdo da reducdo de MTT em formazan. Tal reducéo
indica um incremento na atividade mitocondrial que estd diretamente ligada a
viabilidade celular. Tal método é largamente utilizado em diversos estudos para
comprovar a atuacao de compostos com efeitos danosos para as células, como a acao

antitumoral.

Inicialmente foram realizados ensaios de 24 horas com a apo-bLf em
concentragbes de 0,5 até 40 mg/ml. Foi possivel perceber uma diminuicdo na
viabilidade celular a medida que aumentavam as concentra¢gdes da apo-bLf (Figura
17).

Segundo Guedes e colaboradores (2018), a bLf semi-saturada por ferro (com
21% de ions ferro) € um importante composto antitumoral, pois mata seletivamente a
linhagem PC-3 de cancer de préstata na concentracdo de 14 mg/ml. Baseado nesse
estudo, as concentracOes utilizadas nesta dissertacdo foram ajustadas a fim de

alcancar melhor o efeito antitumoral da bLf.
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Figura 17: Viabilidade celular por MTT em células DU-145 com concentracfes de 0,5 até
40mg/ml de apo-bLf.
As células da linhagem DU-145 foram tratadas durante 24 horas com concentragfes de 0,5 até 40
mg/ml de apo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-100
a 0,1%. O grafico foi feito de acordo com o percentual em relagdo ao controle negativo sendo 100%.
Esse experimento foi realizado pelo menos 3 vezes. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o
desvio padrédo da média.

Sendo assim, restringimos os testes de MTT com as concentracfes de 2, 4, 8
e 16 mg/ml, com a proteina na forma apo- e holo- em dois tempos de tratamento, 24
e 48 horas. Na Figura 18 pode-se observar que a apo-bLf na concentracdo de 16
mg/mL alcanga mais de 40% do efeito citotoxico em 24 horas de tratamento. Ja em
48 horas, a mesma concentracao chega a mais de 60% de toxicidade.

Em contraste, a holo-bLf mostra ter um efeito citotéxico de, aproximadamente
50% na concentragdo de 16 mg/ml em apenas 24 horas de tratamento. Seu efeito
citotoxico atinge mais de 90%, nessa mesma concentracdo, em 48 horas. Com
apenas 4 mg/ml temos quase 40% de perda de viabilidade celular no maior tempo de

tratamento (Figura 19).
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Figura 18: Viabilidade celular por MTT em células DU-145 com concentragdes de 2, 4, 8 e
16mg/ml de apo-bLf.
As células da linhagem DU-145 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentracdes de 2, 4, 8 e
16mg/ml de apo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-
100 a 0,1%. O gréfico foi feito de acordo com o percentual em relagdo ao controle negativo sendo
100%. Esses experimentos foram realizados pelo menos 3 vezes. Para andlise estatistica dos dados,
foi utilizado o desvio padrao da média.
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Figura 19: Viabilidade celular por MTT em células DU-145 com concentragdes de 2, 4, 8 e
16mg/ml de holo-bLf.
As células da linhagem DU-145 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentracdes de 2, 4, 8 e
16mg/ml de holo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-
100 a 0,1%. O gréfico foi feito de acordo com o percentual em relacdo ao controle negativo sendo
100%. Esses experimentos foram realizados pelo menos 3 vezes. Para andlise estatistica dos dados,
foi utilizado o desvio padrao da média.

A acéo citotdxica da bLf apresentou efeito tempo e dose-dependente. Quando
observamos os efeitos da holo-bLf na viabilidade celular por MTT podemos ver que &
maior, comparado com o efeito da apo-bLf. E isso tudo corrobora o que foi visto na
morfologia celular. Logo, os efeitos morfolégicos devem ter ligacdo com os efeitos

citotoxicos.
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A diminuicdo da viabilidade celular observada por MTT parece indicar que a
lactoferrina pode ter um efeito antitumoral sobre a linhagem de tumor de prostata DU-
145. Um estudo que analisa o efeito da bLf na viabilidade celular por MTT mostra que,
na concentracao de 15 mg/ml, a mesma é citotoxica para células de cancer de pulmao,
mas ndo apresenta atividade em células normais deste tecido (Tung et al, 2013).

Corroborando com os resultados encontrados nesse trabalho.

4.1.3.2. Ensaio de contagem com azul de tripan

Com o objetivo de corroborar os resultados da viabilidade por MTT, realizamos
outro tipo de teste de viabilidade celular. O teste escolhido foi o0 de contagem com azul
de tripan. Esse ensaio avalia através de contagem diferencial as células viaveis e
mortas, uma vez que células mortas sofrem alteracdes na membrana permitindo a

entrada do corante.

Assim como nos resultados obtidos nos ensaios de viabilidade com MTT, os
resultados encontrados por contagem com azul de tripan mostram que em 24 horas o
maior efeito da apo-bLf ocorreu na concentracdo de 16 mg/ml. Esse efeito intensificou-
se em 48 horas alcancando quase 80% de citotoxicidade com 16 mg/ml e, e quase
40% com 8 mg/ml (Figura 20).
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Figura 20: Viabilidade celular por contagem em células DU-145 com apo-bLf.
As células da linhagem DU-145 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentracdes de 2, 4, 8 e
16mg/ml de apo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-
100 a 0,1%. O gréfico foi feito de acordo com o percentual em relagdo ao controle negativo sendo
100%. Esse experimento foi realizado pelo menos 3 vezes. Para andlise estatistica dos dados, foi
utilizado o desvio padréo da média.

Analisando os resultados da holo-bLf, observa-se que com 16 mg/ml em
apenas 24 horas, ja temos mais de 60% de citotoxicidade. Mostrando mais uma vez
gue a atividade citotoxica da proteina ligada a ferro € maior e mais intensa quando
comparada com a apo-bLf. Em 48 horas de tratamento vemos um efeito de 60% na

concentracdo mais alta da proteina (Figura 21).
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Figura 21: Viabilidade celular por contagem em células DU-145 com holo-bLf.
As células da linhagem DU-145 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentracdes de 2, 4, 8 e
16mg/ml de holo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-
100 a 0,1%. O grafico foi feito de acordo com o percentual em relacdo ao controle negativo sendo
100%.

Comparando os dois tempos de tratamento pode-se concluir que, em 48 horas,
o efeito citotdxico da holo-bLf € maior em concentracdes mais baixas, como 2, 4 e 8
mg/ml. J& em 16 mg/ml temos uma diminuicdo do efeito em 48 horas. Isso pode ser
explicado por ser um resultado preliminar, ja que quando analisamos o ensaio de

viabilidade por MTT temos um aumento de toxicidade em 48 horas.
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4.1.4. Efeito da Lactoferrina bovina sobre a progressao do ciclo celular

A andlise sobre a progressdo do ciclo celular se mostra uma importante
ferramenta para identificar novos tratamentos antitumorais, j& que uma droga que
causa um arresto das células em qualquer fase do ciclo celular deixaria elas menos
suscetiveis a divisdo celular. A diminuicdo na divisdo celular pode ocasionar uma
parada no crescimento do tumor e um retardo no desenvolvimento do cancer. Muitos
estudos que mostram possiveis tratamentos antitumorais observam, além de outros
resultados, as células retidas na fase Go/G1 (Yu et al, 2017; Albayrak et al, 2018). Para
monitorar a influéncia da lactoferrina bovina no ciclo celular, as células foram
incubadas com apo-bLf e holo-bLf em concentragdes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml por 24 e
48 horas.

As Figuras 22 e 23 mostram a representacéo do ciclo celular da linhagem DU-
145 em 24 e 48 horas, respectivamente. Nessas imagens ja é possivel visualizar que
o tratamento altera as quantidades de células nas fases do ciclo em relagcdo ao

controle, mas néo é possivel mensurar o quanto.

Para analise, foram quantificadas as porcentagens celulares nas diferentes
fases do ciclo. A linhagem celular DU-145 mostrou um aumento de células retidas nas
fases Go/G1, seguido por um decréscimo de células nas fases G2/M, quando tratadas
por 24 horas. No tratamento com a apo-bLf isso ocorre na concentracdo de 16mg/ml.
Ja no tratamento com a holo-bLf podemos ver um aumento gradual de células em

GO0/G1 em todas as concentragdes (Figura 24).

Uma caracteristica principal das neoplasias € a alteracdo de vias normais de
sinalizacdo de crescimento. As células transformadas normalmente precisam de
menos fatores de crescimento. Células tumorais tem uma vantagem de crescimento,
ja que os reguladores que governam a progressao da fase Gi do ciclo celular sao

alvos naturais da oncogénese (Diehl, 2002).

Estudos anteriores mostram que a lactoferrina bovina induz uma retencéo do
ciclo celular nas fases Go/Gi1 em células de cancer de mucosa oral altamente
metastética (Chea et al, 2018). Sabe-se que a perda da capacidade de regular o ciclo
celular é caracteristico nas células de céncer e resulta em uma incontrolavel

proliferacéo.
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Por isso muitos trabalhos buscam encontrar alteracées no ciclo celular. No
presente trabalho pode-se observar essas mesmas caracteristicas descritas na
literatura sobre a acdo da bLf. Comprovando que ela afeta o ciclo celular de células

de cancer.
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Figura 24: Quantificacdo do ciclo celular em células DU-145 em 24 horas.
Grafico com as quantificacdes de células em cada fase do ciclo celular. As células da linhagem DU-
145 foram tratadas durante 24 horas com concentragdes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo- e holo-bLf. No
controle foi utilizado meio de cultura. As células foram marcadas com a solugdo de Vindelov e
analisadas através de Citdbmetria de fluxo. Esses experimentos foram realizados 2 vezes. Para analise
estatistica dos dados, foi utilizado o desvio padrao da média.

A Figura 25 mostra a analise do ciclo celular da linhagem DU-145, quando
tratadas durante 48 horas com apo- e holo-bLf. Pode-se observar, assim como em 24
horas, um aumento de células retidas nas fases Go/G1, seguido por um decréscimo

de células nas fases G2/M em relacdo ao controle.

Porém, essas alteracfes sao maiores e aparecem em todas as concentracdes,
principalmente na holo-bLf. Tendo, na fase Go/G1 quase 20% de aumento em 8mg/ml
de apo-bLf, a mesma quantidade que aumento em 2mg/ml de holo-bLf. E quase 40%
de aumento em 16mg/ml de holo-bLf. Esses resultados comprovam os resultados

anteriores. Mostrando um maior efeito com 48 horas de tratamento e utilizando a holo-
bLf.
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Figura 25: Quantificacdo do ciclo celular em células DU-145 em 48 horas.
Grafico com as quantificacdes de células em cada fase do ciclo celular. As células da linhagem DU-
145 foram tratadas durante 48 horas com concentracdes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo- e holo-bLf. No
controle foi utilizado meio de cultura. As células foram marcadas com a solugdo de Vindelov e
analisadas através de Citbmetria de fluxo. Esses experimentos foram realizados 2 vezes. Para anélise
estatistica dos dados, foi utilizado o desvio padrao da média.

4.1.5. Efeito da Lactoferrina bovina sobre o processo de apoptose

As alteragbes no equilibrio entre proliferacdo celular e apoptose estédo
associadas com o desenvolvimento do cancer uma vez que ocorre um aumento na
proliferacéo celular e uma diminuicdo no processo de apoptose nas células tumorais.

Por isso, a quantificacéo de apoptose pode ser uma medida util na cinética das células
de cancer (INCA, 2018).

Para isso foram realizados ensaios para aferir apoptose da linhagem DU-145
tratadas com apo-bLf e holo-bLf em tempos de 24 e 48 horas. A analise de apoptose

mostra as células que estdo viaveis, as que estdo em necrose e as que estdo em
apoptose (Figura 26 e 27).
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Ao analisarmos a quantificagdo das células em apoptose, podemos perceber
gue a apo-bLf em 24 horas néo teve efeito de inducéo de apoptose enquanto que a
holo-bLf apresentou um aumento de apoptose na concentracdo de 4mg/ml. Em 48
horas temos um pequeno aumento de apoptose na concentracao de 2 mg/ml de apo-

bLf e um aumento maior ainda na concentragéo de 16 mg/ml de holo-bLf (Figura 28).

Seria preciso mais experimentos para comprovar esses resultados, porém ja é
possivel perceber que, provavelmente, o mecanismo de acdo antitumoral da

lactoferrina bovina ndo se déa por inducéo de apoptose na linhagem celular DU-145.

DU-145 24 horas DU-145 24 horas
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Figura 28: Quantificacdo de apoptose em células DU-145.
As células foram incubadas com concentracdes de 2, 4, 8 e 16mg/ml de apo- e holo-bLf durante 24 e
48 horas e marcadas com anexina V e iodeto de propidio. Foram analisadas em citdmetro de fluxo.
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4.1.6. Ensaio com sondas para avaliacdo de estresse oxidativo e ativagao de
apoptose no Operetta High-Content Imaging System

Esse ensaio foi realizado para avaliar possiveis alteracbes no estresse
oxidativo e ativacdo de apoptose, induzidos por células de linhagem DU-145. Para
isso foram utilizadas sondas para serem analisadas no Operetta High-Content
Imaging System. A primeira sonda quantificava o estresse oxidativo [DHE, o
MitoTracker e Hoechst]. A segunda quantificava a ativacdo de apoptose [Ethydium

homodimer, CellEvent Caspase-3/7 e Hoechst].

O DHE é uma sonda fluorescente utilizada para detectar espécies reativas de
oxigénio (ROS) em geral, ja que passa por um processo de oxidacao nao especifica.
O Mitotrack € um marcador das espécies reativas de oxigénio (ROS), com marcacao
especifica da mitocondria (Mironov, 2005). Na sonda de ativacdo de apoptose,
podemos identificar através da marcacdo com Ethydium a morte celular em geral. Este
€ um marcador de DNA nao permeavel a membrana celular de uma célula viavel e
por isso, uma célula morta ou destinada a morrer, apresenta poros ou rupturas da
membrana permitindo a sua entrada. J& a CellEvent Caspase-3/7 é substrato para
caspases 3/7 ativadas, portanto so € fluorescente quando, e quanto, as caspases 3/7
estdo ativadas. A ativacdo dessas caspases significa que a célula estd em processo

de morte celular por apoptose.

A Figura 29 mostra um claro aumento do estresse oxidativo celular com o
tratamento de bLf. Com 48 horas do tratamento com a apo-bLf ndo foi possivel
observar nenhum aumento de ROS na mitocondria. A holo-bLf mostra que tem
pequeno aumento dos niveis de ROS mitocondrial. Ja com 24 horas, tanto a apo-bLf,
guanto a holo-bLf, aumentaram significativamente os niveis de ROS mitocondrial.

Principalmente a holo-bLf que teve um aumento maior em concentragbes menores.

A andlise geral de ROS também mostrou que o tratamento aumentou 0s niveis
de estresse oxidativo quando comparados com o controle. O efeito foi maior que o
causado pelo peroxido de hidrogénio (H202). Novamente o efeito foi maior em 24
horas, a apo- e a holo-bLf tiveram efeitos similares nesse tempo. Em 48 horas a holo-

bLf teve mais efeito quando comparada com a apo-bLf (Figura 30).
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Figura 29: Andlise de ROS com Mitotrack em células DU-145.
As células foram incubadas com concentracdes de 2, 4, 8 e 16mg/ml de apo- e holo-bLf durante 24 e
48 horas e marcadas com Mitotrack. Foram analisadas em citébmetro de fluxo. Esses experimentos
foram realizados 1 vez. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o desvio padrdo da média das
replicatas.
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Figura 30: Anélise de ROS com DHE em células DU-145.
As células foram incubadas com concentragdes de 2, 4, 8 e 16mg/ml de apo- e holo-bLf durante 24 e
48 horas e marcadas com DHE. Foram analisadas em citdmetro de fluxo. Esses experimentos foram

realizados 1 vez. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o desvio padrdo da média das
replicatas.

A sonda de morte celular, Ethidium, corroborou o que foi demonstrado nos
experimentos de viabilidade celular uma vez que foi demonstrado um efeito maior com
48 horas de tratamento e com a holo-bLf (Figura 31). Embora ndo tenha sido

observado nenhum efeito de morte com a apo-bLf, sabe-se, através dos ensaios de
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viabilidade celular que ela tem efeito. Isso pode ser explicado pela diferengca na
deteccdo dos experimentos onde o MTT, por exemplo, revela uma baixa atividade
mitocondrial que pode ser detectada antes mesmo da ruptura das ceélulas. Ja na
contagem com azul de tripan as células sdo lavadas antes e, portanto, as que
estivessem em processo de morte poderiam ter a sua adesdo diminuida e soltaram

antes mesmo do rompimento.

Um importante resultado foi o de detec¢éo de caspases 3/7 ativadas (Figura
32). Nele, pode-se observar um aumento das caspases ativadas ja com 24 horas,
mesmo sem efeito de morte na sonda da Figura 31. A apo-bLf mostrou um aumento
nas concentracbes de 8 e 16 mg/ml, e a holo-bLf uma ativacdo gradual nos
tratamentos de 4, 8 e1l6 mg/ml, o que mostrou uma maior efeito da holo-bLf. Em 48
horas os dois tratamentos tiveram uma maior ativacao das caspases 3/7, embora com
a holo-bLf ainda tenha sido maior. Esses resultados corroboram com a hipétese
anterior e com 0s experimentos de viabilidade celular. As imagens das quais o

programa quantificou os dados sao mostradas posteriormente (Figuras 33 a 38).
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Figura 31: Anélise de morte celular com Ethidium em células DU-145.
As células foram incubadas com concentracdes de 2, 4, 8 e 16mg/ml de apo- e holo-bLf durante 24 e
48 horas e marcadas com Ethidium. Foram analisadas em citdbmetro de fluxo. Esses experimentos

foram realizados 1 vez. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o desvio padrao da média das
replicatas.
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Figura 32: Analise de apoptose com caspases 3/7 em células DU-145.

As células foram incubadas com concentragfes de 2, 4, 8 e 16mg/ml de apo- e holo-bLf durante 24 e
48 horas e marcadas com caspase 3/7. Foram analisadas em citbmetro de fluxo. Esses experimentos
foram realizados 1 vez. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o desvio padrédo da média das

replicatas.
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DU-145 24 horas
Ethidium Caspase

Figura 33: Imagens de morte celular em células DU-145 em 24 horas.
As células foram incubadas com concentracdes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo- e holo-bLf durante 24
horas e marcadas com Ethidium e caspase 3/7. Foram analisadas em citémetro de fluxo.
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DU-145 48 horas
Hoechst Ethidium Caspase

4mg/ml 2mg/ml
Holo-bLF Holo-bLF

8mg/ml
Holo-bLF

16mg/ml
Holo-bLF

Figura 34: Imagens de morte celular em células DU-145 em 48 horas.
As células foram incubadas com concentragées de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo- e holo-bLf durante 48
horas e marcadas com Ethidium e caspase 3/7. Foram analisadas em citémetro de fluxo.
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DU-145 24 horas
DHE MitoSox

Amg/ml 2mg/ml

8mg/ml

16mg/ml

Figura 35: Imagens de estresse oxidativo em células DU-145 em 24 horas com apo-bLf.
As células foram incubadas com concentragfes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo-bLf durante 24 horas e
marcadas com DHE e Mtitoracker. Foram analisadas em citdmetro de fluxo.
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DU-145 24 horas
Hoechst DHE MitoSox Merge

H,0,

CTR

2mg/ml
Holo-bLF
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&8
-
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Figura 36: Imagens de estresse oxidativo em células DU-145 em 24 horas com holo-bLf.
As células foram incubadas com concentragfes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de Holo-bLf durante 24 horas e
marcadas com DHE e Mtitoracker. Foram analisadas em citémetro de fluxo.
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DU-145 48 horas
Hoechst MitoSox

Figura 37: Imagens de estresse oxidativo em células DU-145 em 48 horas com apo-bLf.
As células foram incubadas com concentracdes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo-bLf durante 48 horas e
marcadas com DHE e Mtitoracker. Foram analisadas em citémetro de fluxo.
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DU-145 48 horas
Hoechst MitoSox

2mg/ml
Holo-bLF

4mg/ml
Holo-bLF

8mg/ml
Holo-bLF

16mg/ml
Holo-bLF

Figura 38: Imagens de estresse oxidativo em células DU-145 em 48 horas com holo-bLf.
As células foram incubadas com concentragfes de 2, 4, 8 e 16 mg/ml de Holo-bLf durante 48 horas e
marcadas com DHE e Mtitoracker. Foram analisadas em citémetro de fluxo.
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4.2. Linhagem Celular PC-3

4.2.1. Ainfluéncia da Lactoferrina bovina sobre a morfologia celular

Assim como com a linhagem DU-145, examinamos a morfologia celular para
determinar se a lactoferrina bovina nas suas formas apo- e holo-bLf alteram as
caracteristicas morfoldgicas da linhagem PC-3 de cancer de préstata com metastase

em 0Sso.

Foram adquiridas imagens com aumento de magnitude de 10 e 20x, em 24
horas e 48 horas nas concentracdes de 1, 2, 4, 8, 10, 16, 20 e 40 mg/ml, permitindo

assim, uma melhor comparacao com os resultados da linhagem DU-145.

Observando as imagens da linhagem celular PC-3 com 24 horas de tratamento
€ possivel perceber uma clara diminuicdo na quantidade total de células, desde a
primeira concentracdo de apo-bLf. Além disso, ha um espaco maior entre as células
e um aumento de granulos internos. Destaque para a imagem com aumento de 20x
da concentracdo de 16mg/ml, que mostra uma célula completamente tomada por
granulos (Figura 39). Com 48 horas de tratamento tem-se um efeito um pouco maior,
mais células soltas e maior quantidade de granulos internos, faceis de observar na

imagem de 20x de aumento com concentracdo de 8mg/ml (Figura 40).

A Figura 41 mostra concentracdes mais elevadas de apo-bLf em 48 horas de
tratamento. Nela observa-se que as células ficam mais afiladas e a quantidade de
células soltas, que provavelmente estdo mortas, € muito grande. Tanto que com
40mg/ml ndo tem quase células aderidas. Infelizmente nessas imagens a cultura

estava um pouco cheia, o que dificulta a visualizac&o dos efeitos.

Apesar da PC-3 ser uma linhagem celular de metastase em 0sso e a DU-145
ser uma linhagem de metastase em cérebro elas apresentaram alteracfes
morfologicas bem similares. O aumento de granulos, o afilamento das células e a clara
diminuicdo na quantidade mostrou que a bLf afetou essas duas linhagens de cancer
de proéstata provavelmente pelo mesmo mecanismo de agdo. Isto ocorreu apesar dos

ambientes celulares totalmente diferentes e com caracteristicas distintas.
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Estas semelhancas de acdo em diferentes células tumorais sdo muito
importantes para avaliar se a lactoferrina podera ser utilizada como uma droga
antitumoral. Além disso, muitos tumores possuem a capacidade metastatica
possibilitando sua disseminagé&o para diferentes tecidos. Isso corrobora a importancia
dos estudos com essa proteina multifuncional que pode atingir diferentes linhagens

de células tumorais.

Além desse trabalho, muitos outros mostram a bLf como uma importante
proteina contra diversos tipos de cancer, como cancer de pulméao, célon, mama,
estomago e outros (Ligo et al, 1999; Freiburghaus et al, 2009; Gibbons et al, 2015).
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PC-3 24 horas

Aumento de 10x Aumento de 20x

Controle

2 mg/ml
Apo-bLf

4 mg/ml
Apo-bLf

8 mg/ml
Apo-bLf

16 mg/ml
Apo-bLf

Figura 39: Influéncia da apo-bLf sobre a morfologia da célula PC-3 em 24 horas.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscépio EVOS, nos aumentos de 10x e 20x. A
linhagem PC-3 foi mantida com as concentragfes 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo-bLf por 24 horas, o controle
recebeu apenas meio de cultura.
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PC-3 48 horas
Aumento de 10x

Aumento de 20x

Controle

2 mg/ml "
Apo-bLf "

Figura 40: Influéncia da apo-bLf sobre a morfologia da célula PC-3 em 48 horas.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscépio EVOS, nos aumentos de 10x e 20x. A
linhagem PC-3 foi mantida com as concentrag@es 2, 4, 8 e 16 mg/ml de apo-bLf por 48 horas, o controle
recebeu apenas meio de cultura.
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PC-3 48 horas

Controle (aumento de 20x

1 mg/ml Apo-bLf 10 mg/ml Apo-bLf

20 mg/ml Apo-bLf 40 mg/ml Apo-bLf

Figura 41: Influéncia da apo-bLf sobre a morfologia da célula PC-3.
Imagens selecionadas que foram tiradas pelo microscépio EVOS, nos aumentos de 20x. A linhagem
PC-3 foi mantida com as concentra¢gBes 1, 10, 20 e 40mg/ml de apo-bLf por 48 horas, o controle
recebeu apenas meio de cultura.
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4.2.2. Efeito da Lactoferrina bovina sobre a viabilidade celular

4.2.2.1. Ensaiode MTT

A reducdo da viabilidade celular no ensaio de MTT apds o tratamento da apo-
bLf € observada desde as primeiras concentrac¢des, principalmente com 48 horas de
tratamento, chegando a quase 100% com 40 mg/ml de apo-bLf (Figura 42). Pode-se
observar que, em 48 horas, com 5 e 10 mg/ml ocorre uma queda na toxicidade. Isto
pode ser explicado porque algumas drogas apresentam efeitos diferentes em
diferentes concentragdes (Figura 42).

Quando comparados com os resultados da linhagem DU-145, pode-se
observar as mesmas quedas na toxicidade. Isso contribui para a hipétese de que em
concentraces de 10 mg/ml a apo-bLf pode apresentar efeitos diferentes das outras
concentracdes. Isto pode ser explicado pela inducao da proliferacao celular, mas nao

um efeito tobxico com morte celular.

Na Figura 43 pode-se observar o efeito das concentracfes de 2, 4, 8 e 16
mg/ml de bLf na citotoxidade. Nessas concentragdes temos um alto efeito de
toxicidade com 16 mg/ml em 48 horas, com quase 90% de citotoxicidade. Mesmo
sendo resultados preliminares, a comparacdo com os resultados da célula DU-145

demonstra grande similaridade.
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Figura 42: Viabilidade celular por MTT da célula PC-3 com concentragdes de 1 até 40mg/ml de
apo-bLf.
As células da linhagem PC-3 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentragfes de 1 a 40mg/ml
de apo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-100 a 0,1%.
O grafico foi feito de acordo com o percentual em relacdo ao controle negativo sendo 100%. Esses
experimentos foram realizados, pelo menos, 3 vezes. Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o
desvio padrao da média.
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Figura 43: Viabilidade celular por MTT da célula PC-3.
As células da linhagem PC-3 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentragdes de 2, 4, 8 e 16

mg/ml de apo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura e no controle positivo triton X-100
a 0,1%. O grafico foi feito de acordo com o percentual em relacdo ao controle negativo sendo 100%.

4.2.2.2. Ensaio de contagem por azul de tripan

Através do ensaio de contagem com o azul de tripan pode-se corroborar os
resultados obtidos com o ensaio de MTT. Observando que em 48 horas a apo-bLf

demonstrou um efeito citotdxico maior e que se apresenta de forma crescente em
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relacdo as concentragcdes da proteina. Com 16 mg/ml a viabilidade celular cai para
guase zero %. Ja com 24 horas de tratamento os dados demonstram um aumento da
viabilidade nas concentracfes de 4 e 8 mg/ml. Embora esses dados tenham que ser
repetidos. Isso pode se assemelhar ao efeito que € visto na concentracao de 4 mg/ml
em 24 horas (Figura 44).
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Figura 44: Viabilidade celular por contagem na célula PC-3.
As células da linhagem PC-3 foram tratadas durante 24 e 48 horas com concentragdes de 2, 4, 8 e 16
mg/ml de apo-bLf. No controle negativo foi utilizado meio de cultura. O ensaio foi realizado através da
contagem diferencial de células coradas com o corante azul de tripan. O grafico foi feito de acordo com
0 percentual em relagé@o ao controle negativo sendo 100%.
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4.2.3. Efeito da Lactoferrina bovina sobre a proliferacéo celular

O ensaio de proliferacdo foi realizado com a marcagdao pelo composto
Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester (CFSE). Este composto é usado para
ensaios de proliferacdo porque ele internaliza na célula e conforme essa se divide ele
tem a sua intensidade de fluorescéncia diminuida pela metade. Esta caracteristica
torna possivel rastrear quais populagdes tiveram mais ou menos divisdes celulares e

identificar se a proliferagdo muda ou n&o de acordo com o controle.

A Figura 45 demonstra que o controle apresentou um namero maior de
divisdes celulares, uma vez que tem a menor intensidade de fluorescéncia, quando
comparado com os tratados. Logo, conclui-se que todas as concentracbes do
tratamento com a apo-bLf diminuiram a proliferacédo celular da linhagem PC-3. Sendo
uma diminuicdo mais evidente com 1 mg/ml. Para entender melhor essa diferenga

teria que ser feito mais experimentos.

PC3 — 48 hours

pc3 0mg/ml
pc3 1mg/ml
pc3 10mg/ml
pc3 20mg/ml
pc3 40mg/ml

Count

w
»

Figura 45: Proliferacéo celular da célula PC-3.
Ensaio de proliferacéo feito com a marcacao pelo composto CFSE. As células da linhagem PC-3
foram incubadas com concentracdes 1, 10, 20 e 40 mg/ml de apo-bLf durante 48 horas. O controle
tem 0 mg/ml da proteina, ou seja, apenas meio de cultura.
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4.2.4. Efeito da Lactoferrina bovina sobre a progressao do ciclo celular

Com a analise do ciclo celular podemos identificar que o tratamento com a apo-
bLf aumenta a morte celular, na linhagem PC-3, de acordo com o aumento da
concentracdo. Por causa do aumento do primeiro pico que aparece, ele indica os
restos celulares. Na concentracao de 40 mg/ml a célula ja esta com a sua populacéo
guase toda destruida. Temos uma diminuicdo dos picos da fase GO/G1 e um possivel
aumento das células na fase S (Figura 46). Para concluir com mais certeza

precisariamos repetir o experimento.

PC3 — 48 hours
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Figura 46: Ciclo celular em células da linhagem PC-3.
Representacéo do ciclo celular. As células da linhagem PC-3 foram tratadas durante 48 horas com
concentragdes de 1, 10, 20 e 40 mg/ml de apo-bLf. No controle foi utilizado meio de cultura. As células
foram marcadas com a solugdo de Vindelov e analisadas através de Citbmetria de fluxo.

4.2.5. Efeito da Lactoferrina bovina sobre o processo de apoptose

Como ja foi visto, na célula PC-3, a bLf é citotoxica e diminui a viabilidade

celular. Por isso, foi necessario realizar um ensaio de apoptose. Com ele pode-se
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descobrir indicios do mecanismo de morte celular induzido, em caso de morte por
apoptose (Figura 47 e 48).
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Figura 47: Ensaio de apoptose em células PC-3.
As células da linhagem PC-3 foram incubadas com concentracdes de 1, 10, 20 e 40 mg/ml de apo -bLf
durante 48 horas e marcadas com anexina V e iodeto de propidio. O controle recebeu apenas meio de
cultura. Foram analisadas em citbmetro de fluxo.
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Figura 48: Quantificacdo de apoptose em células PC-3.
As células da linhagem PC-3 foram incubadas com concentragfes de 1, 10, 20 e 40 mg/ml de apo -bLf
durante 48 horas e marcadas com anexina V e iodeto de propidio. O controle recebeu apenas meio de
cultura. Foram removidas do gréafico os resultados das células viaveis para melhor visualizagcdo. Foram
analisadas em citémetro de fluxo.
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A PC-3 apresenta um aumento da quantidade de células em apoptose total
(Apoptose tardia + apoptose inicial), principalmente na concentracdo de 40 mg/ml.
Nessa concentracdo a apo-bLf induz um aumento de quase 30 vezes mais de

apoptose total em relagcéo ao controle (Figura 47 e 48).

Ou seja, a apo-bLf tem um efeito antitumoral que provavelmente induz a morte
celular por apoptose em células PC-3 com 40 mg/ml e em 48 horas de tratamento.
Esse resultado precisa ser refeito para melhor comprovagéo. Porém quando acrescido

dos demais resultados fica mais facil a compreensao.

Analisando o conjunto dos resultados, pode-se afirmar que a bLf tem um efeito
antitumoral em células da linhagem DU-145 e PC-3 de cancer de prostata. Isto pode
ser verificado desde as alteracbes morfoldégicas mostradas nas imagens adquiridas
com o0 microscopio EVOS. As imagens mostram que as células tratadas tém uma

forma mais alongada, células mais espacadas e um aumento de granulos internos.

Na literatura, alguns trabalhos mostram a acdo da bLf na morfologia celular de
maneira similar aos resultados apresentados nesta dissertacdo. Estudos mostram que
a bLf é citotoxica para células de cancer de pulméo e de leucemia, e induz alteracbes
morfolégicas similares, como o0 espacamento entre as células e a forma mais
alongada. Além disso, os resultados dos dois tipos de ensaio de viabilidade celular
mostram que a bLf também reduz significativamente a viabilidade nas duas linhagens
estudadas. Corroborando com os resultados encontrados na literatura (Tung et al,
2013; Roy et al, 2002).

Neste trabalho, a bLf induz o arresto na fase Go/G1 do ciclo celular, a diminui¢cao
da proliferacdo e a inducdo de apoptose em linhagens de cancer de préstata. A
Lactoferrina ja € mostrada, por alguns trabalhos, como sendo responsavel pelo arresto
do ciclo celular nas fases Go/G1 nas células de cancer, tanto a forma humana como a
bovina (Xiao et al, 2004; Zhang et al, 2014).

Os experimentos de ciclo celular, proliferacdo celular e apoptose estdo
relacionados a cinética do crescimento celular e neoplasico. Por isso sdo de suma
importancia para esse trabalho. Assim, foi possivel entender um pouco mais como sao

os efeitos que a bLf induz nas células de cancer de prostata.
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Nas analises das ROS, foi possivel perceber que o tratamento da bLf aumentou
suas quantidades significativamente. Na literatura a bLf jA mostrou ter o mesmo efeito

em células de leucemia, induzindo a apoptose nessas células (Yoo et al, 1997).

Foram verificadas diferencas quando comparados os resultados que mostram
grande ativacao das caspases 3/7 com os resultados de marcacdo de anexina V/PI,
em gue nao foi possivel observar um aumento significativo de apoptose total. Embora
ainda seja necessario repetir esses experimentos, essas diferencas podem ser

explicadas pela atuacédo das caspases efetoras no processo de apoptose.

De acordo com o trabalho de Marifio & Kroemer (2013), as caspases-3 e -7 Sao
responsaveis por clivar a proteina Xkr8, que ao ser ativada induz a inversédo da
fosfatidilserina para membrana externa. Portanto, a externalizagdo da fosfatidilserina
€ dependente da atuacdo das caspases efetoras. Por isso € possivel observar um
aumento nas caspases ativadas 3/7 sem ocorrer a externalizacdo da fosfatidilserina

nas células DU-145.

Assim, o mecanismo de acdo da atividade antitumoral da bLf ainda precisa ser
mais estudado e entendido. Porém, em células das linhagens DU-145 e PC-3, essa
proteina altera morfologicamente as células, reduz a viabilidade celular, causa um
arresto na fase Go/G1 do ciclo celular, aumenta os niveis de ROS e, corroborando com
todos os resultados anteriores, aumenta os niveis de caspases 3/7, 0 que indica

inducéo da morte celular através do processo de morte celular programada, apoptose.
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5. Concluséo
Com base nos resultados obtidos nesta dissertacdo podemos concluir que:

- A Lactoferrina bovina alterou a morfologia celular das linhagens DU-145 e PC-3 nas

formas apo- e na forma holo-bLf na linhagem DU-145;

- A viabilidade celular, nos ensaios de MTT e contagem por azul de tripan das
linhagens estudadas foi reduzida pelo tratamento com a bLf de uma forma dose e
tempo-dependente. A holo-bLf mostrou uma maior capacidade em diminuir a

viabilidade celular;

- As linhagens DU-145 e PC-3 sofreram um arresto nas fases Go/G1 do ciclo celular.

O efeito no ciclo celular € mais claro na célula DU-145;

- Alinhagem PC-3 teve sua proliferagéo celular diminuida e a um aumento na atividade
apoptotica com o tratamento da apo-bLf em 48 horas;

- A apo-bLf e holo-bLf induzem a apoptose em células da linhagem DU-145, a partir
da quantificacdo de caspase3/7 ativadas. Mais uma vez a forma holo da bLf mostrou-

se mais efetiva;

- Na linhagem DU-145 houve um aumento do estresse oxidativo com o tratamento de

apo- e holo-bLf;

Com isso, pode-se concluir que os tratamentos com a lactoferrina bovina, nas
formas apo- e holo-bLf tiveram um efeito antitumoral nas linhagens de céancer de
prostata, DU-145 e PC-3. Importante ressaltar também que a forma holo foi mais
eficiente na atividade antitumoral. A ligacdo de ferro na bLf foi provavelmente a
responsavel por essa diferenca. Contudo, uma investigacdo mais detalhada é
necessaria para enderecar melhor esta questdo e outros mecanismos celulares

ativados pela lactoferrina.
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