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RESUMO

O Carcinoma Hepatocelular € o tumor hepatico primario mais prevalente e esta entre
as dez principais neoplasias que afetam a populagdo mundial. O seu
desenvolvimento esta relacionado, na maioria das vezes, a uma lesdo hepatica
cronica, como ocorre na cirrose. As terapias consideradas curativas atualmente sé&o
somente a resseccgao cirurgica, o transplante e a ablacdo percutanea, ainda com
possibilidade de recidiva. Nesse contexto, a busca por novas alternativas
terapéuticas para a doenca torna-se um campo de pesquisa em expansdo. O
conhecimento sobre a correlacdo entre a inflamacdo cronica e cancer tem
impulsionado novas pesquisas com agentes anti-inflamatorios que apresentem
potencial para o desenvolvimento de drogas antitumorais. O &cido galico € um
polifenol encontrado em varios produtos naturais, o qual tem apresentado atividade
anti-inflamatoria, antitumoral, antimutagénica e forte acdo antioxidante. O objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito do acido galico sobre a proliferacdo celular e
parametros inflamatérios das células de carcinoma hepético (HepG2), assim como
investigar os mecanismos envolvidos. A viabilidade celular foi avaliada através do
ensaio colorimétrico MTT e contagem celular por exclusdo com Azul de Trypan. Os
resultados mostraram que o acido galico reduziu a proliferacdo celular de maneira
dose e tempo dependente, sem causar necrose (ensaio LDH). Observamos inducéo
significante da apoptose através do ensaio PE Annexin V and 7-AAD e nenhuma
interferéncia no ciclo celular utilizando o kit FITC BrdU Flow. Os niveis de
mediadores inflamatérios foram medidos utilizando o kit Cytometric Bead Array
Human Inflammation. Observamos reduc¢éo significante nos niveis da interleucina 8
(pré-inflamatéria e relacionada a angiogénese, invasividade e metastases), aumento
dos niveis de interleucina 10 (anti-inflamatéria e relacionada a morte celular
programada) e aumento dos niveis de interleucina 12 (antiangiogénica e
antimetastatica). NO0s também avaliamos os niveis de TGFB por ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) e ndo observamos diferengas significativas. A partir
desses resultados, acreditamos que o acido géalico tem forte potencial como agente

antitumoral.

Palavras-chave: Acido gélico. Células HepG2. Carcinoma Hepatocelular.



ABSTRACT

Hepatocellular Carcinoma is the most prevalent primary liver tumor and is among the
top ten cancers that affect the world population. Its development is related, in most
cases, the existence of chronic liver injury, such as occurs in cirrhosis. Current
curative therapies are only surgical resection, transplantation and percutaneous
ablation, however with the possibility of recurrence. In this context, the search for
new therapies for the disease becomes an interesting field for research. The
knowledge about the correlation between chronic inflammation and cancer has
driven new researches with anti-inflammatory agents that have potential for the
development of antitumor drugs. Gallic acid is a polyphenol found in many natural
products and have shown anti-inflammatory activity, anti-tumor, antimutagenic and
strong antioxidant action. The purpose of this study was to investigate the effect of
gallic acid on cell proliferation and inflammatory parameters of liver carcinoma cells
(HepG2), as well as to investigated the mechanisms involved. Cell viability was
evaluated through MTT colorimetric assay and Trypan blue exclusion. Results
showed that the gallic acid decreased proliferation of HepG2 cells in a dose and time
dependent manner, without causing necrosis (LDH assay). We observed significant
induction of apoptosis by PE Annexin V and 7-AAD assay and no interference with
the cell cycle using the FITC BrdU Flow Kit. The levels of inflammatory mediators
were measured by Cytometric Bead Array Human Inflammation Assay and observed
a significant reduction in the levels of interleukin-8 (pro-inflammatory and related to
angiogenesis, invasiveness and metastasis) and increased levels of interleukin-10
(anti-inflammatory and related to the induction of programmed cell death) and
interleukin-12 (antiangiogenic and antimetastatic). We also evaluated the levels of
TGF by ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) and no significant
differences. According to these results, we believe that gallic acid has a strong

potential as an anti-tumor agent.

Key-words: Gallic acid. HepG2 cells. Hepatocellular Carcinoma.
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1. INTRODUCAO

1.1 HEPATOCARCINOMA

Os tumores malignos que atingem o tecido hepatico sdo classificados, de
modo geral, em primarios (originados no préprio figado) ou secundarios (originados
em outros orgaos e desenvolvidos através de metastases). O Hepatocarcinoma,
também denominado de Carcinoma Hepatocelular (CHC), € o tumor hepatico
primario mais prevalente, constituindo 90% desses tumores. Outros tipos mais raros
de tumores hepaticos incluem o Colangiocarcinoma (acomete os ductos biliares), o
Angiossarcoma (cancer raro que se origina dos vasos sanguineos) e o0
Hepatoblastoma (cancer raro que atinge os recém-nascidos e criangas nos primeiros
anos de vida)®.

As neoplasias de um modo geral, assim como o CHC, séo consideradas um
problema de saude publica, pois apresentam alto custo de tratamento, estdo entre
as dez principais causas de morte no mundo e podem apresentar poucas chances
de cura quando diagnosticadas tardiamente. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), o cancer esta em terceiro lugar como causa de morte nos paises de
maior renda, segundo Ultima publicacdo referente ao ano de 20082. No Brasil,
corresponde ao segundo lugar, sendo causa de 15,57% das mortes ocorridas em
2008, conforme os Ultimos dados publicados pelo Ministério da Satde?®.

Se pesquisarmos os tipos de neoplasias que afetam a populacdo mundial, o
Carcinoma Hepatocelular esta entre os dez principais. Nos ultimos anos, a incidéncia
da doenca ainda aumentou, principalmente nos paises ocidentais, como Estados
Unidos e Canada. A infeccéo pelo virus da Hepatite C tem sido um fator importante
atribuido a essa tendéncia. A0 mesmo tempo, 0s custos com a saude neste setor
também aumentaram, demonstrando a necessidade de desenvolvimento de novas
terapias mais acessiveis®.

O CHC surge geralmente na meia-idade, com maior incidéncia em homens. O
diagnoéstico ocorre geralmente em estagio avancado, o que reduz as chances de
terapias curativas, como a ressecc¢ao cirargica, o transplante e a ablacéo percutanea
(aplicacdo precisa de energia geradora de calor ou frio no interior da les&o)°. Além
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disso, esse tumor € considerado muito letal, pois somente 7% dos pacientes
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diagnosticados tem sobrevida de 5 anos e raros casos sintomaticos tem sobrevida
maior do que um ano®.

O desenvolvimento do CHC esta relacionado, na maioria das vezes, a uma
lesdo hepatica crbnica, como ocorre na cirrose (caracterizada pela fibrose
progressiva e a reorganizagdo da microarquitetura vascular). No processo cirrotico,
h& uma inflamacgé&o crénica que associada a susceptibilidade genética contribui para
o processo da tumorigénese’, o que explica porque a cirrose esta presente em 80%
a 90% dos pacientes com Hepatocarcinoma’. A existéncia de algumas doencas de
base, como Doenca hepatica alcodlica, Hepatites virais (B e C), Cirrose criptogénica,
doencas biliares e Hemocromatose primaria sdo algumas das principais causas
desse tumor®. Outro fator de risco é o consumo de alimentos contaminados com a
aflatoxina (toxina produzida pelo fungo Aspergillus flavus geralmente contaminante
de grdos e cereais armazenados inadequadamente)’.

O processo de Hepatocarcinogénese esta relacionado a multiplas alteracdes
nos hepatdcitos e no microambiente tecidual. A etapa inicial € um estimulo externo
gue leva a mudancas genéticas nos hepatdcitos ou células tronco, causando
proliferacdo, apoptose, displasia e neoplasia. Esse estimulo inicial na maioria das
vezes é provocado pelo HBV (virus da Hepatite B) ou HCV (virus da Hepatite C). O
primeiro induz instabilidade cromossdmica e véarias mutacdes que podem ativar
varios oncogenes® . O segundo leva ao desenvolvimento do Hepatocarcinoma
através da inducdo da apoptose ou proliferacdo celular ao interagir com o p53, ou ao
aumentar o nivel de transcricdo do gene Wnt-1, que apresenta possivel mecanismo
anti-apoptético™ 2,

Dentre os varios tipos de terapias contra o cancer, as terapias tradicionais sédo
a resseccdo cirargica, a radioterapia e a quimioterapia, sendo esta Ultima a
modalidade mais amplamente empregada. As terapias podem ser utilizadas
isoladamente ou em associacdo®. Apesar das distintas opcées de tratamento, a
terapia do cancer apresenta grande dificuldade de manejo, principalmente devido a
baixa especificidade de alguns farmacos e a estreita janela terapéutica, as quais
estdo intimamente relacionadas a toxicidade. Dessa forma, é evidente a
necessidade do desenvolvimento de novas terapias mais especificas™.

A escolha do tratamento adequado do CHC depende do estadiamento do

tumor, o qual também é muito importante para determinar o progndstico do paciente.
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Entre as varias classificacbes disponiveis para estadiamento do cancer, a
classificacdo TNM (tumor primario, linfonodos regionais, metastases), publicada pela
Unido Internacional contra o Cancer, é uma das mais utilizadas™®. Essa classificacdo
tem por objetivo determinar a extensdo da doenca e tem por base a avaliacdo da
extensdo do tumor primério, a existéncia de metastases nos linfonodos regionais
e/ou em o6rgdos distantes. Essas informacgfes sobre o tumor sdo obtidas a partir do
exame fisico, exames de imagem e/ou exploracéo cirdrgica®®.

ATabela 1 apresenta as definicdes da classificacdo TNM*’.

Tabela 1 — Classificagdo TNM

T — Tumor Primario

TX: O tumor primério ndo pode ser avaliado
TO: Nao ha evidéncia de tumor primario
Tis: Carcinoma in situ

T1, T2, T3 e T4: Tamanho crescente e/ou extensao local do tumor
primario

N - Linfonodos Regionais

NX: Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1, N2, N3: Comprometimento crescente dos linfonodos regionais

M — Metastase a distancia

MX: A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO: Auséncia de metastase a distancia

M1: Metastase a distancia
Fonte: Sobin (2002)"".

Conforme mostrado na tabela 1, a avaliagdo dos linfonodos e metastases em
orgaos distantes € muito importante para determinar a extensdo do tumor antes de
iniciar a terapia. No estagio inicial, no qual o tumor esta localizado somente no
figado e ndo ha metastases, a cirurgia de ressec¢cdo do tumor ou o transplante
hepético é geralmente recomendado. Outras terapias como a embolizagdo, a
ablacéo percutédnea (destruicdo das células tumorais por calor ou frio) e injecdo com

etanol tém sido utilizadas principalmente de forma paliativa. Estudos randomizados,
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que compararam essas opcoes terapéuticas mostram que, com relacdo a sobrevida
total, a ablacdo percutdnea apresenta semelhanca a resseccdo cirargica e é
considerada superior & injecdo percutanea de etanol®.

A tabela TNM é util para classificar o Hepatocarcinoma em estagios e
direcionar a terapia adequada.

e Estagio | (tumor Gnico sem metéastases).

e Estagio Il (tumor Unico com invasdo vascular ou mdultiplos tumores
menores que 5cm).

e Estagio IlIA (Mdltiplos tumores com mais de 5cm).

e Estagio IlIB (Multiplos tumores com ou sem envolvimento da veia porta
ou veia hepatica).

e Estagio IlIC (Tumor com invasao direta de 6rgdos adjacentes).

e Estagio IVA (Metastase em linfonodo regional).

e Estagio IVB (Metastase distante).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos, pacientes em
estagio | e Il sdo beneficiados pela resseccao cirlrgica associada a quimioterapia ou
a quimioembolizacédo (aplicacdo de microesferas que blogueiam vasos sanguineos
gue chegam ao tumor e liberaram quimioterapico no local da lesdo de forma lenta).
Ja os pacientes em estagio Ill e IV, devem receber quimioterapia e apds serem
reavaliados sobre a possibilidade de resseccdo cirargica. No caso de
impossibilidade de retirada do tumor, as outras opcfes sdo: criocirurgia, injecao
intratumoral de alcool, quimioembolizacao transarterial e terapia por radiacdo™®.

Nos ultimos anos tém sido realizadas inUmeras pesquisas com o objetivo de
descobrir novos agentes antitumorais direcionados para alvos moleculares
especificos. Um dos quimioterapicos pertencentes a essa nova classe de
medicamentos é o sorafenib, o qual foi aprovado como terapia sistémica padrdo do
CHC em estagio avancado apds estudos de fase Ill publicados em 2008%. Seu
mecanismo esta relacionado a inibicdo das vias Raf kinase e via intracelular do
VEGFR (receptor do fator de crescimento endotelial vascular). Como resultado da
inibicAo dessas vias, esse quimioterdpico suprime a proliferagdo das células

tumorais e a angiogénese?* %2,
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1.2 INFLAMACAO E FORMACAO DE TUMORES

Existem varias evidéncias de que a inflamacéo apresenta um papel duplo em
relacdo ao cancer, podendo apresentar efeito pré ou antitumoral. A inflamacéo
cronica atua de forma pré-tumoral quando perdura por longo periodo. Isso pode
ocorrer por falha na erradicacdo de um patdégeno ou apds exposicdo continua a uma
substancia carcinogénica. Ja, o efeito antineoplasico deve-se ao processo de
imunovigilancia, no qual células do sistema imune, como as células T citotoxicas
destroem células tumorais®.

A acdo anticancer do sistema imune infelizmente ndo persiste por muito
tempo, pois conforme a teoria “Immunoediting”, apds a primeira fase (eliminacdo) em
gue algumas populacdes de células tumorais sdo destruidas, segue-se a fase em
que as células sobreviventes comecam a desenvolver habilidades para escapar da
imunovigilancia. Na terceira e Ultima fase, as células neoplasicas ja possuem
capacidade de evitar completamente os efeitos do sistema imune, resultando na
proliferacdo descontrolada e progressao tumoral®*.

Varios tipos de tumores sao reconhecidamente desenvolvidos ap6s infeccdes
virais. Em alguns casos o préprio virus tem potencial oncogénico, como o Papiloma
Virus Humano (HPV) associado ao cancer cervical uterino. Em outros casos, como
no Hepatocarcinoma, a infec¢cado causada pelo virus da Hepatite B ou C leva a uma
reacao imunologica excessiva do hospedeiro (mediada por inflamacao). Além disso,
h& evidéncias de que quanto mais tempo persiste a inflamacdo em determinado
orgdo, maior sera o risco de desenvolver neoplasia, como ocorre na relacédo entre a
doenca inflamatéria intestinal e o cancer colorretal®.

O mecanismo envolvido na inducdo da carcinogénese, a partir de uma
inflamagéo crbnica esta relacionado a agdo de varios mediadores inflamatorios,
como as citocinas, os radicais livres, as prostaglandinas e os fatores de crescimento,
0S quais podem induzir alteracbes na homeostase celular, resultando no
desenvolvimento e progressao do cancer. Um dos mecanismos mais importantes € a
instabilidade gendmica causada pela inflamacdo. A ativacdo de leucdcitos,
principalmente macrofagos e granuldcitos, leva a sintese de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e nitrogénio (ERN) que podem provocar dano ao DNA, levando a
possiveis mutacdes. As lesdes por radicais livres também podem ser causadas por
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uma enzima pro-inflamatoria, a ciclooxigenase 2 (COX-2), a qual leva a producéo de
altos niveis de peréxidos no interior das células?®®. A COX-2 é responsavel pela
producdo de prostaglandinas, as quais podem aumentar a producdo de tumores.
Dessa forma, a elevacdo da COX 2 é frequentemente citada em uma variedade de
tumores localizados em células epiteliais de estroma®’.

Além da produgdo aumentada dos radicais livres pelo processo inflamatorio,
outras situacdes podem alterar o meio ambiente celular e promover cancer:

a. O aumento de citoquinas inflamatorias pode aumentar o sinal proliferativo,
que por sua vez pode potencialmente aumentar o nimero de células com risco de
sofrerem mutag&o.

b. Produtos da inflamacdo podem alterar eventos celulares e provocar
expressao génica inapropriada.

C. Alteracdes em genes supressores de tumor e de células T regulatérias que
podem contribuir para o bloqueio antitumoral da célula.

Os mediadores inflamatérios também participam da regulacdo do
microambiente tumoral, no qual estdo presentes células do sistema imune e células
tumorais. Nesse contexto, podem atuar citocinas pré-inflamatérias (IL-2, IL-6, IL-11,
IL-15, IL-17, IL-23, TNF-a e IL-8) e anti-inflamatérias (IL-4, IL-10, IL-13), TGF-B e
IFN- a). Além disso, alguns fatores de transcricdo também atuam como reguladores
do microambiente séo eles: NF-kB (Fator nuclear kB), STAT3 (Transdutor de sinal e
ativador da transcricdo 3) e AP-1 (Proteina Ativadora 1). O NF-kB e STAT3 estéo
expressos na maioria dos tumores, pois ativam genes responsaveis pela sobrevida
celular, proliferacdo, angiogénese, invasividade e a producéo de citocinas?®.

Além destes fatores, recentemente foi descoberto que tumores provocados
por células-tronco mostram estrita relacdo com citocinas inflamatérias. A Interleucina
6 (IL-6) possui um papel preponderante no céncer de mama por sustentar a
sobrevida e a capacidade proliferativa das células-tronco. Outra citocina que tem
sido alvo de varios estudos sobre o cancer é a interleucina 12. As suas principais
atividades sao: aumento da producdo de interferon gama (envolvido na resposta
natural do hospedeiro contra o tumor), estimulo do crescimento e citotoxicidade de

células “natural killers”, linfécitos T CD4 e CD8 e acéo antiangiogénica?®.
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1.3 INOVACOES NA TERAPIA ANTINEOPLASICA

A imunoprevencao e a imunoterapia pertencem a um novo campo de estudos
contra o cancer. Por haver uma correlacao estrita entre cancer e inflamacéao, terapias
que diminuem a inflamacdo antes da imunizacdo podem aumentar a eficdcia da
imunoterapia.

Estudos em humanos e em animais tém mostrado que drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais (DANES) sdo quimioprotetoras para o cancer de célon
e adenoma®” *°. Drogas que seletivamente inibem a COX 2, incluindo DANES, estdo
sendo usadas em estudos para tratamento de céancer, avaliando o efeito da COX 2
sobre o desenvolvimento de cancer de mama e cancer colorretal®. Também tem
sido observado que pessoas que fazem uso corrente de DANEs tém baixo risco de
desenvolverem cancer. Terapéuticas que administraram células dentriticas pulsadas
in vitro com a proteina de choque térmico Hsp 70, na presenca de inibidor da COX 2,
reduziram significantemente a progressdo de melanoma em camundongos e
aumentaram a sobrevida através da inducéo de interferon gama>2.

Apesar de ndo haver evidéncias em estudos de imunizagédo, antagonistas do
fator de necrose tumoral alfa (TNF alfa) representam uma boa opg&o para
potencializar vacinas contra o cancer. Antagonistas TNF (etanercept, infliximab,
adalimumab) que foram licenciados para estudos epidemiolégicos para Artrite
Reumatdide e Doenca de Crohn tém demonstrado varias acées que podem ser Uteis
para terapia contra o cancer, porque eles podem diminuir a producao de citoquinas,
reduzir a angiogénese, prevenir a infiltracdo de leucécitos e melhorar as fungbes da
medula 6ssea. Atualmente, muitos inibidores da producdo de TNF alfa tém sido
usados no tratamento do cancer, incluindo numerosos produtos originados de frutas,
vegetais e de plantas medicinais. Dentre os produtos naturais que podem ter
impacto na imunizagdo contra o0 cancer, destaca-se a vitamina E (tocoferol), que
possui dois mecanismos distintos: efeito direto sobre as células e acdo indireta
através de suas propriedades anti-inflamatorias, principalmente relacionada com
reducéio da producédo de PGE 23,

Um recente estudo mostrou que tocotriendis (da familia da vitamina E)
apresentam um efeito anti-inflamatério mais potente que alfa tocoferol por afetar a

producdo de IL-6, Oxido nitrico e reduzir a liberacdo de PGE. A suplementacdo in
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vivo de tocoferol mostrou contribuir com a imunorregulacéo, producdo de anticorpos
e resisténcia a implantagdo do tumor. Como os tocoferdis, os tocotriendis sdo
potentes antioxidantes®*.

Os flavondides extraidos de plantas e seus derivados também tem atraido a
atencdo de varios pesquisadores, visto que estudos tém demonstrado seu efeito

antitumoral, antialérgico, antioxidante e antiviral® %,

1.4 ACIDO GALICO

O flavondide &cido gélico (4cido 3,4,5-trihidroxibenzbico) é um polifenol
encontrado em chas, uvas, vinho tinto, castanha entre outros produtos naturais®’ e
pode ser obtido a partir da hidrélise acida de taninos®. A solubilidade do acido galico
em 4gua € de 12g/L a 20°C. Varios derivados do acido galico (AG) ja foram
sintetizados com o objetivo de melhorar suas caracteristicas fisico-quimicas,
alterando especialmente sua lipofilicidade. Esses polifendis derivados apresentam
diferenca somente no numero de carbonos da cadeia lateral do acido gélico. A
estrutura do AG e os valores dos coeficientes de particdo sdo apresentados na
tabela 2%

Tabela 2 — Estruturas Quimicas e Valores do Coeficiente de Particdo (C log P)

do Acido galico e derivados

COOR
HO OH
OH
Abreviacao Gallatos -R ClogP
AG Acido galico -H 0,89
Gl Metil -CH3 0,92
G2 Etil -(CH,)-CH; 1,27
G3 Propil -(CH,)»-CHs; 1,73
G4 Butil -(CH,)3-CH3 2,13
G5 Pentil -(CH,)4-CH3 2,53
G6 Hexil -(CHy)s-CH3 2,92
G7 Heptil -(CH)6-CH3 2,32
G8 Octil -(CH,)7-CH3 3,72
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Continuacéao

Abreviacao Gallatos -R Clog P
G10 Decil -(CH,)9-CH3 4,51
Gl1 Undecil -(CH2)10-CH3 4,90
G12 Docecill -(CH,)11-CH; 5,30
G1l4 Tetradecil -(CH,)13-CH3 6,09
G16 Hexadecil -(CH,)15-CH3 6,89
G18 Octadecil -(CH,)17-CH3 7,68

Fonte: Locatelli et al. (2013)*

Vérios estudos demonstram que o AG apresenta forte acdo antioxidante™®,
antiinflamatéria?®, antimutagénica** e antitumoral®. Com relacdo a atividade
antitumoral, o acido galico tem demonstrado também atividade citotdxica seletiva,
afetando principalmente células tumorais e n&o as linhagens celulares normais** 3.
Alguns derivados do AG tém demonstrado efeitos ainda mais potentes que o0 seu
precursor, provavelmente por apresentarem uma maior permeabilidade as
membranas plasmaticas**.

Um estudo que avaliou a atividade do acido galico em linhagem de células de
cancer de prostata demonstrou que sua a¢do antitumoral esta relacionada a inducao
da apoptose dependente da formacao de espécies reativas de oxigénio, as quais
seriam produzidas a partir da auto-oxidacdo do AG nessa linhagem celular. Essa
pesquisa demonstrou que o AG leva a perda do potencial de membrana
mitocondrial, liberagéo do citocromo c e ativacéo de caspases 3, 8 e 9%.

O AG demonstrou também aumentar os niveis de Ca®" intracelular, o qual
estd envolvido na producdo de espécies reativas de oxigénio. Isuzugawa e
colaboradores pesquisaram o efeito do AG e derivados em linhagem celular de
leucemia pré-mielocitica e observaram que o AG aumenta o Ca?' intracelular,
induzindo indiretamente as células tumorais a apoptose. Além disso, demonstraram
que a modulacdo do Ca*" intracelular parece ativar a Caspase 3, a qual altera a
permeabilidade da membrana mitocondrial, levando a apoptose pela via intrinseca“®.

O efeito antitumoral do AG também parece estar relacionado a inibicdo da
atividade da ciclooxigenase 1 e 2. Essa enzima tem sido considerada pré-tumoral
por induzir a divisdo celular e inibir a apoptose®’. Outra pesquisa avaliou o efeito
antineoplasico do AG em linhagem celular de glioma e verificou que o tratamento
inibiu a proliferacdo celular de maneira dose e tempo dependente. Além disso,
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também diminuiu a invasividade, por suprimir a enzima ADAM17, inativando as vias
de sinalizacdo PI3K/Akt e Ras/MAPK (superativadas em varios tumores, levando a
proliferacdo descontrolada e inibicao da apoptose)*®.

Recente revisdo mostrou que a atividade antitumoral do &cido galico esta
envolvida com multiplos alvos moleculares, os quais algumas vezes diferem quando
avaliadas linhagens tumorais distintas. Esse polifenol tem mostrado inibir varios
genes relacionados ao ciclo celular, a producdo de metastases, a angiogénese e
apoptose. Além disso, foi demonstrada sua atividade inibitoria ao fator de transcricéo
NF-k@B, sobre a via de sinalizacdo Akt e a enzima ciclooxigenase 2. Outros efeitos
observados foram a ativacdo da via de sinalizacdo ATM kinase (responsavel por
fosforilar varias proteinas relacionadas a parada do ciclo celular) e a deple¢do da
enzima antioxidante GSH (glutationa reduzida)*®. A figura 1 representa o efeito do

acido gélico em varias vias de sinalizagdo envolvidas na oncogénese.

DMA synthesis ﬂ Cell cvcle arrest
I
Decreased inflammation |
Accumulation of DDR proteins, dATP & dGTP ﬂ I
cohesin & signal amplification T Prostaglandin level U I-kf),nl
s s
|\>P | ER inhibition / Cdec2 (INACTIVE)
vy

H2AX (yH2AX ) COX inhibition T

/TN ) (7 ~
{ Gallic Y ;,u /-I I.'-\_Pj | P,-" I

\ Acd | / / .
GSH depletion \\ : _/; —— ATM activation —eActivated chk2 —— cdc25 ASC Phosphatase (INACTIVE)
/ / AYord
Elevated ROS level  Activation of Fas/'FasL Actite P
P —— GI/Sand GUM cell eycle arrest
Mitochondrial dvsfunction Active caspase B l
l .ﬁylmﬂ UGDH inhibition ——— GI}--;.nni:r:'.irml_'l}--'.'iun‘]—p-'.t'll development ﬂ
Cell death o K Apophosis
Active caspase 3 FTPs open (High conductance state)
Influx of wns, water (In mitochondria) Active caspase3, 9
b

Release of Cyt. C (mitochondria ruptures)

Figura 1 — Efeito do Acido gélico nas vias de sinalizacdo celular. Verma (2013)*.
O Acido Galico foi utilizado no tratamento de Hepatocarcinoma experimental,

utilizando um modelo in vitro de cultivo celular da linhagem HepG2.
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1.5 LINHAGEM CELULAR HEPG2

A linhagem celular HepG2, derivada inicialmente de um hepatoblastoma
humano, foi introduzida em estudos cientificos em 1979. Desde entéo, foi utilizada
em varias pesquisas como modelo de células hepéticas, visto que possui morfologia
e fungdes metabdlicas semelhantes as células do parénquima hepatico™.

Segundo dados do protocolo da linhagem celular HepG2, comercializada pela
American Type Culture Collection (ATCC), a linhagem é derivada de carcinoma
hepatocelular, apresenta morfologia epitelial, crescimento aderente e ndo é
tumorigénica em camundongos imunossuprimidos. Dessa maneira, essa linhagem é
utilizada apenas em estudos “in vitro”, ndo sendo recomendado para estudos “in
vivo” com o objetivo de desenvolver tumores em animais. Os produtos celulares
dessa linhagem sé&o: alfa-fetoproteina, albumina, alfa-2-macroglobulina, alfa-1-
antitripsina, transferrina, alfa-1-antiquimotripsina, hepatoglobina, ceruloplasmina,
plasminogénio, complemento C4, ativador C3, fibrinogénio, alfa-1-acido

glicoproteina, alfa-2-HS-glicoproteina, beta lipoproteina e retinol ligado & proteina®".
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2 JUSTIFICATIVA

As dificuldades apresentadas na terapia antineoplasica tradicional, como a
resisténcia de células neoplasicas, alta toxicidade e consequentes efeitos adversos
tém impulsionado as pesquisas para o0 desenvolvimento de novas terapias
antineoplasicas™®. Ao mesmo tempo, tem aumentado o interesse na utilizacdo de
componentes obtidos de plantas para o desenvolvimento de agentes terapéuticos 2.
Nesse contexto, varios componentes obtidos de produtos naturais tém sido testados
guanto ao seu possivel efeito antitumoral em modelos in vitro e in vivo, incluindo
estudos com Hepatocarcinoma.

A busca de novas alternativas terapéuticas para esse tumor hepatico
apresenta grande relevancia, pois os tratamentos disponiveis atualmente sdo em
sua maioria paliativos, exceto a resseccdo cirlrgica, o transplante e a ablacdo
percutanea (terapias curativas), que ainda sim podem ser aplicadas somente
guando o tumor esta no estagio inicial.

Vérios estudos tém utilizado o acido galico e derivados para avaliar atividade
antitumoral em diversas linhagens celulares* e em animais®. Porém, o efeito sobre
a linhagem celular de Hepatocarcinoma (HepG2) tem sido pouco investigado e seu
mecanismo de acdo ndo esta claro. A partir do conhecimento do potencial efeito
como agente terapéutico na prevencao e tratamento de outros tumores, sua baixa
toxicidade em células normais, boa tolerancia e baixo custo, foi utilizado o &cido

gélico nesse estudo para tratamento de Hepatocarcinoma (HepG2).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do &cido galico sobre a proliferacdo celular e parametros
inflamatorios das células de carcinoma hepatico (HepG2).

3.2 Especificos
e \Verificar se o Acido gélico possui efeito na proliferacdo celular da

linhagem celular HepG2;

e Avaliar se 0 acido galico induz as células HepG2 a apoptose (Anexina
V-PE/7AAD);

e Avaliar se o acido galico causa alteracbes morfologicas nas células
HepG2;

e Verificar se o Acido galico interfere no ciclo celular da linhagem celular
HepG2,;

e \Verificar se o Acido galico modifica a expresséo de citocinas envolvidas
no processo inflamatério (TGF@, IL-8, IL-6, IL-10, IL-12p70) da
linhagem celular HepG2.

21



Capitulo 2

Antitumor effect and the inflammatory response of gallic acid treatment
in HepG2 Cells

Artigo cientifico submetido ao periédico European Journal of Cancer.

Fator de impacto: 5.061
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Abstract

Hepatocellular Carcinoma is the most prevalent primary liver tumor and is among the
top ten cancers that affect the world population. Its development is related, in most
cases, to the existence of chronic liver injury, such as in cirrhosis. The knowledge
about the correlation between chronic inflammation and cancer has driven new
researches with anti-inflammatory agents that have potential for the development of
antitumor drugs. Gallic acid is a polyphenol found in many natural products and have
shown anti-inflammatory activity, anti-tumor, anti-mutagenic and strong antioxidant
action. The purpose of this study was to investigate the effect of gallic acid on cell
proliferation and inflammatory parameters of liver carcinoma cells (HepG2), as well
as to investigate the mechanisms involved. Cell viability was evaluated through MTT
colorimetric assay and Trypan blue exclusion. Results showed that the gallic acid
decreased proliferation of HepG2 cells in a dose and time dependent manner,
without causing necrosis (LDH assay). We observed significant induction of
apoptosis by PE Annexin V and 7-AAD assay and no interference with the cell cycle
using the FITC BrdU Flow Kit. The levels of inflammatory mediators were measured
by Cytometric Bead Array Human Inflammation Assay and observed a significant
reduction in the levels of interleukin-8 and increased levels of interleukin-10 and
interleukin-12. We also evaluated the levels of TGF by ELISA and no significant
differences. According to these results, we believe that gallic acid has a strong
potential as an anti-tumor agent.

Keywords

Gallic acid. HepG2 cells. Hepatocellular Carcinoma. Apoptosis. Interleukin-8.

Interleukin-10. Interleukin-12.
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INTRODUCTION

Hepatocelullar carcinoma (HCC) is among the top ten cancers that affect the world
population. Treatment depends on the tumor stage and surgical resection,
transplantation and percutaneous ablation are considered the only curative therapies.
Other available therapies are palliative, including chemoembolization and ethanol
injection®. The development of HCC is related, in most cases, to chronic liver injury,
such as in cirrhosis.

There are several evidences that chronic inflammation may induce carcinogenesis
through several inflammatory mediators that can lead to genomic instability>. The
main factors involved are the increased expression of cytokines and products of
inflammation, alteration of tumor suppressors and increased expression of
transcription factors®. A recent review showed that inflammatory mediators can also
contribute to the survival of tumors, mainly by increasing inflammation associated
with cancer or protecting from immunological eradication®. The major interleukin
involved in the survival of tumors is Interleukin 8 (IL-8). Its increased expression has
been associated with increased tumor cell proliferation, tumor growth, tumor
inflammation, angiogenesis and metastasis™ ® . This close relationship between
inflammation and cancer shows that there is great potential in the development of
anti-cancer treatments with anti-inflammatory action.

Considering the difficulties in conventional antineoplastic therapy and the possibility
of recurrence, several studies have sought to develop more effective and specific
therapies®. At the same time, it has increased the interest in the use of natural
compounds as therapeutic agents®. Gallic acid (GA), 3,4,5-trihydroxybenzoic acid, is

a polyphenol found in teas, grapes, red wine, nuts and other naturals products'® that
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can also be obtained from the acid hydrolysis of tannins''. Several studies
demonstrate that the GA has a strong antioxidant'?, anti-inflammatory®,
antimutagenic** and antitumor™ actions. Regarding the anti-tumor activity, GA has
also demonstrated selective cytotoxicity, mainly affecting tumor cells, but not normal
cell lines'® °,

Studies with tumor cell lines have shown that GA induces apoptosis dependent
formation of reactive oxygen species, leading to loss of mitochondrial membrane
potential, release of cytochrome c and caspases activation'’. The GA also increases
intracellular Ca®*, which is involved in inducing the formation of reactive oxygen
species and activation of caspase 3%. The cyclooxygenases 1 and 2, considered pro-
tumor by inducing cell division and apoptosis inhibition, has its activity inhibited by
GA®.

The GA mechanisms of action also showed to involve modulation of inflammatory
mediators in studies with other cell lines. GA induced a decrease in the expression of
inflammatory cytokines, such as IL1B and IL 6, in a study with fibroblast-like
synoviocytes from patients with rheumatoid arthritis?®. Another study with oral
epithelial cells described the inhibitory effect of GA in the expression of IL-6 and IL-
8%'. Thus, considering these evidences that the GA may also exert its antitumor
effects via modulation of inflammatory mediators, new studies are necessary in order
to investigate this hypothesis.

Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of gallic acid on cell
proliferation and to determine whether its mechanism of action is related to the

induction of apoptosis, cell cycle arrest or modulation of inflammatory parameters.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture and treatment

Human hepatocarcinoma cell line (HepG2) was obtained from Rio de Janeiro Cell
Bank (UFRJ, Rio de Janeiro, Brazil). The cells were cultivated in DMEM
supplemented with 10% FBS, 1% streptomycin (100ug/mL) and penicillin (100
units/mL), 2 g/L HEPES buffer and 3,7 g/L NaHCO3; in humidified atmosphere of 5%
CO; at 37°C. Cells were grown to 70% confluence and treated with GA 300 uM, 450
MM, 550uM, 670 uM e 800 uM for 48 hours. Stock solutions and dilutions of GA were
prepared in complete culture medium. For 96 well plates, cell were seeded at
approximately 5 x 10* cells per well. For 6 well plates, cells were seeded at

approximately 1 x 10° cells per well.

MTT assay

Cell viability was evaluated through MTT (Sigma-Aldrich, USA) colorimetric assay?.
Cells were seeded and incubated in 96-well plates for 24 h at 37°C in a 5% CO,
incubator. After, cells were treated and the plates were incubated. Control wells
contained medium and FBS 10%. Three replicate wells were used at each
concentration tested, including control. After 48 h of incubation, medium was
discarded and MTT solution (5mg/mL in DMEM) was added and incubated for 3 h.
Formazan crystals were dissolved by 100uL of DMSO and the amount of formazan
was determined by measuring the absorbance (OD) at 562 nm with a 620 nm

reference filter using ELISA microplate reader.
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Trypan blue exclusion assay

This method was also used to measure cell viability. Cells were seeded and treated
as described for the MTT assay. After 48 h incubation, the number of viable cells was
determined by mixing 25uL of cell suspension and 25uL of 0,4% trypan blue stain
solution (Sigma-Aldrich, USA), using a hemacytometer under a light microscope
(Nikon Optiphot, Japan). Blue cells were counted as dead cells and the cells that did

not absorb were counted as live cells.

Lactate dehydrogenase (LDH) leakage assay

LDH assay was used to assess the cytotoxicity of treatments in HepG2 cells, since
leakage of the LDH (cytoplasmic located enzyme) into the extracellular medium is
evidence of membrane disruption. Enzyme activity was measured in both
supernatants and the cell lysate using colorimetric assay Lactato Desidrogenase kit
(Labtest, Minas Gerais, Brazil). For the control of cell lysis, a 5% Tween was used.
LDH release was calculated by measuring the absorbance at 492 nm using ELISA

microplate reader.

Morphological Analysis
Cell morphological changes analysis were evaluated after 48 h of treatment in 96-
well plate. Cells were observed under phase contrast inverted microscope at 100 x

and 400 x magnification and photographed.

Cell Cycle Analysis
To evaluate whether treatment with GA interferes with the cell cycle, HepG2 cells

were first synchronized by 24 h serum starvation and then exposed to GA for 48
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hours. Cell cycle phase analysis was performed using the FITC BrdU Flow Kit (BD
Biosciences,San Jose, CA). In brief, after treatment and BrdU labeling, cells were
harvested by trypsinization and adjusted to 1 X 10° cells/mL. Samples were fixed
with BD Cytofix/Cytoperm Buffer (BD Biosciences). Following fixation, cells were
treated with Dnase for 1 hour to expose incorporated BrdU. Later on, total DNA was
stained using 7-AAD solution. The stained cells were analyzed by FACSCanto Il flow
cytometer (BD Biosciences) and results analyzed using the FlowJo 7.6.5 software

(Tree Star Inc.).

Apoptosis Assay by PE Annexin V and 7-AAD Staining

PE Annexin V and 7AAD double staining assay was performed to quantify apoptosis
using FACScan flow cytometer (Becton-Dickinson, USA). After 48 h of treatments,
cells were harvested, washed with ice-cold PBS, ressuspended in binding buffer with
a cell density of 1 x 10° cells/mL, incubated with 5uL of PE Annexin V and 5uL of 7-
AAD, mixed and incubated for 15 min at room temperature in the dark. After, samples
were analyzed by flow citometry to identify apoptotic cells. Cells without treatment
were used as a negative control and cells treated with cisplatin 20uM were used as
positive control. Data were analyzed using FlowJo 7.2.5 software (Tree Star Inc.,
Ashland OR). Analysis allows discrimination among necrotic cells (Annexin V-/7-

AAD+), late apoptotic (Annexin V+/7-AAD+) and early apoptotic (Annexin V+/7-AAD).

TGF-B1 quantitation
Transforming growth factor (TGF-B1) is involved in the regulation of liver cell
proliferation and apoptosis®®. Thus, we have measured in cell culture supernatants

after 48 h of treatment with GA using commercially available ELISA kit (R & Systems,
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USA). The absorbance was determined at 540nm with the correction wavelength set
at 570 nm using ELISA microplate reader. TGF-B1 levels were expressed as

picograms per milliliter.

Quantitation of inflammatory markers

The modulation of the synthesis of proteins involved in inflammation was assessed
after 48 h of treatment with GA using the cytometric bead array (CBA) Human
Inflammation Kit (BD Biosciences). The supernatants were collected and stored at -
20°C for later analysis. Multiple soluble cytokines (IL-8 IL-6, IL-10 and IL-12p70)
were simultaneously measured by flow cytometry. Acquisition was performed with a
FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences). Data analysis was performed using
FCAP Array v1.0.1 software (Soft Flow Inc., Pecs, Hungary). The detection limit was

20-5000 pg/mL.

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and data expressed as mean + SEM.
Comparisons between groups were done using the Student’s t test or the one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s multiple comparison post-test,
as appropriated. A P value <0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses were performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San

Diego, CA).
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RESULTS

Gallic Acid decreases proliferation of HepG2 cells

The treatment of HepG2 cells with different concentrations of GA induced a decrease
in the percentage of viable cells in a dose and time dependent manner, as shown in
figure 1. After this initial experiment of cellular viability, we selected the 550uM GA
concentration, as it presented an inhibitory effect in the cell proliferation after 24
hours of treatment, and an even more pronounced effect after 48 hours. Cell viability
was also significantly reduced when analyzed by the MTT assay, as shown in figure

2.

Effect of Gallic Acid on the morphology of HepG2 cells

The morphological changes in HepG2 cells treated with GA were compared to
untreated cells, as shown in figure 3. The main findings observed in HepG2 cells
after treatment were: reduction of confluence and cell volume, loss of contact with
neighboring cells (a), shrinkage (b) and rounding (c). These cellular changes
demonstrate probable inhibition of cell proliferation, as well as induction of

programmed cell death.

Cytotoxicity by release of lactate dehydrogenase
In order to assess the possible death by necrosis, the LDH release by cells treated
with GA was evaluated. There was no significant difference compared to the

untreated control (Figure 4).

Gallic acid induces HepG2 cells apoptosis

According to the results shown in Figure 5, GA significantly increased the percentage
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of cells in early apoptosis compared to untreated control.

Effect of gallic acid on the cell cycle

Assessment of the percentage of cells in each phase of the cell cycle (Sub GO0-G1,
G0-G1, G2-M e S) showed no significant difference between cells treated with GA
and control. This indicates that the GA possible mechanism of action in this cell line

does not involve the cell cycle arrest. Results are shown in figures 6 and 7.

Effect of gallic acid on the production of TGF 3

To verify the hypothesis that treatment with GA would influence the modulation of the
production of TGF B, we quantified this cytokine in cell culture supernatants using
Elisa kit. However, no significant difference was observed between cells treated with

GA and the untreated control (Figure 8).

Gallic acid modulates inflammatory markers
The results showed a significant increase in the levels of interleukin-10 and
interleukin-12 and reduced levels of interleukin-8. Levels of interleukin-6 showed no

significant difference compared to untreated cells. Results are shown in figure 9.
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DISCUSSION

Treatment of HepG2 cells with 550uM of GA was shown to reduce cell viability by
29% after 24 hours and by 56% after 48 hours compared to control. When the lactate
dehydrogenase test was performed, it was possible to reject the hypothesis of a GA-
induced necrosis, as there was no significant increase compared to control. A
previous study using the same cell line showed that the 50% cytotoxic concentration
(CCso) of GA in 24 hours is 670uM?*, but did not determine its mechanism. Our
findings, although similar, were slightly different, since we obtained a 40% reduction
in the number of cells using the same concentration (670 uM) in 24 hours. Also, the
inhibitory effect of GA and its derivatives in tumor cell proliferation and in the
reduction of cell viability has been reported in previous studies using glioma cell lines
(U87 and U251n)?°, leukemia (L1210)?° and oral carcinoma (HSC-2)*".

Treatment with GA caused morphological changes in HepG2 cells. These changes
are indicative of a reduction in cell proliferation and possible induction of apoptosis.
Previous study with the same cell treated with an apoptosis-inducing agent showed
similar morphological changes, as the reduction of confluence and cell volume,
rounding, loss of contact with neighboring cells and shrinkage?®. Since these
morphological changes were findings of apoptosis induction, the apoptosis assay
was performed. We observed a significant increase in the percentage of cells
undergoing apoptosis after treatment with GA. This finding is in agreement with
previous studies, which have reported the induction of apoptosis as a mechanism of
GA™ . Based on these results, we have also evaluated whether or not GA
interferes in the cell cycle.

The assessment of the percentage of cells in each phase of the cell cycle showed no
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significant difference compared to untreated controls. If GA were inducing HepG2
cells to a cell cycle arrest, one would expect an increase in the percentage of cells in
GO0-G1 phase, which was not observed. However, previous studies with cell lines of
prostate cancer and leukemia showed cell cycle arrest after treatment with GA, unlike
our findings®® *.

On the other hand, knowing the anti-inflammatory action of GA, we have investigated
whether this effect could be related to a modulation of inflammatory mediators™2.
Thus, we observed a significant reduction in the levels of IL-8. This cytokine is
considered to be pro-inflammatory and has strong angiogenic activity in patients with
HCC. Its increase is correlated with cell proliferation, tumor growth, tumor
inflammation, invasiveness and metastasis formation® ® ” **, Its mechanism of action
is related to activation of multiple signaling pathways, interfering with gene
expression. Moreover, it modulates the cellular proteome at a translational level, as

well as it affects the organization of the cytoskeleton> & 7

. Also, we have
demonstrated a significant increase in the levels of anti-inflammatory cytokine IL-10.
Studies have revealed that its action is directly related to programmed cell death of
tumor cells by blocking the activation of the transcription factor NF-kB3% %,

Another interleukin that increased after treatment with GA was Interleukin-12,
measured by its subunit IL12p70. Previous study showed that this cytokine has

potent antitumor and antimetastatic activity in the HCC3* %,

Also, it has
antiangiogenic effects and its activity is mediated by IFN-gamma-inducible genes*®,
which can potentiate the antitumor effect of the GA in vivo. There was no significant
difference in the levels of interleukin 6, which has both pro and anti-inflammatory

activity. This cytokine promotes the antitumor activity of macrophages, helps produce

lymphokine-activated killer cells, protects neutrophils from apoptosis and activates
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the complement system, which may lead to tumor cell lysis. On the other hand, it may
promote tumor by stimulating the production of growth factors®’. No difference was
observed in the modulation of TGFf, which is involved in the regulation of liver cell
proliferation and apoptosis by influencing transcriptional factors®.

In conclusion, the results show that in addition to induction of apoptosis, gallic acid
can also act modulating inflammatory mediators, without interfering in the cell cycle.
Considering that these mechanisms are strongly correlated with antitumor effects in
HepG2 cells, as well as its low toxicity, high antiproliferative and anti-inflammatory

ability, gallic acid may be considered as a promising therapy and further investigated.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 Effect of Gallic Acid on HepG2 proliferation for 24 and 48h. Cell viability was
assessed by direct cell counting. Results are expressed as cell number. Data
represent the mean + SEM (n = 3). Significant differences (**p<0.01, ***p<0.001)
using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test.

Fig. 2 Effect of Gallic Acid on HepG2 proliferation after 48h. Cell viability was
assessed by MTT assay. Results are expressed as the absorbance reading. Data
represent the mean + SD (n = 3). *Significant difference (p<0.05) using Student’s t-

test.

Fig. 3 Effect of Gallic Acid on the morphology of HepG2 cells. Images were obtained
by phase-contrast inverted microscope. A: untreated cells (100X), B: Gallic acid
550uM after 48h (100X), C: untreated cells (400X), D: Gallic acid 550uM after 48h

(400X). a: loss of contact with neighboring cells, b: shrinkage, c: rounding.

Fig. 4 Percent of release of lactate dehydrogenase of HepG2 cells after treatment
with gallic acid. Results are expressed as mean + SD (n=3). Control vs. treated cells.

No significant difference (p<0.05) using Student’s t-test.

Fig. 5 Effect of gallic acid treatment on the induction of early apoptosis after 48h on
the HepG2 cell measured by flow cytometry. Results are expressed as percentage of
cell number. Data represent mean =+ SEM (n=3). Significant differences (*p<0.05,

***n<0.001) using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test.

Fig.6 Effect of gallic acid treatment after 48h on the HepG2 cell cycle measured by
flow cytometry. Results are expressed as percentage of cell number in each cell
cycle phase compared to control. No significant difference (p<0.05) using Student’s t-

test.

Fig.7 Effect of gallic acid treatment after 48h on the HepG2 cell cycle measured by
flow cytometry. Flow cytometric density plot of FITC A- BrdU/7AAD stained HepG2
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control and gallic acid-treated cells for 48 h. No significant difference (p<0.05) using
Student’s t-test.

Fig.8 Elisa assay of TGF-f in the supernatant of HepG2 cells after 48 h of treatment
with gallic acid compared to control. Data represent the mean £ SEM (n=3). TGF-f3
levels were expressed as picograms per milliliter. No significant difference (p<0.05)

using Student’s t-test.

Fig.9 CBA Human Inflammatory assay in the supernatant of HepG2 cells after 48 h of
treatment with gallic acid compared to control. Data represent the mean + SEM
(n=3). Citokine levels were expressed as picograms per milliliter. *Significant

difference (p<0.05) using Student’s t-test.
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CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta de agentes terapéuticos para o tratamento do cancer que
possuam alvos moleculares especificos é de extrema importancia para o avanco da
clinica oncolégica. O tratamento convencional para neoplasias apresenta baixa
especificidade e uma estreita janela terapéutica. Esses dois fatores estao
diretamente correlacionados com a alta toxicidade para os tecidos sadios e grande
quantidade de efeitos adversos**. Além disso, a resisténcia a esses farmacos tem
sido outro desafio no tratamento do cancer, fazendo com que muitas vezes a
escolha seja a combinacéo de varias terapias para 0 mesmo paciente 3.

Ao avaliar as opcdes disponiveis para o tratamento do Hepatocarcinoma o
guadro torna-se ainda mais complexo, pois as poucas opc¢les de terapias curativas
(resseccao cirargica, transplante e ablagdo percutanea) sao indicadas somente para
pacientes em estagio inicial do tumor, os quais correspondem menos de 40% dos
casos diagnosticados®. Ao mesmo tempo, o Hepatocarcinoma ocupa o décimo lugar
nas neoplasias que afetam a populacdo mundial® e tem apresentado aumento na
sua incidéncia, principalmente em paises ocidentais. A infeccdo pelo virus da
Hepatite C tem sido um fator importante atribuido a essa tendéncia®.

Nesse contexto, a pesquisa de alternativas terapéuticas alvo especificas
torna-se essencial para o tratamento do CHC. O acido galico, um polifenol obtido de
produtos naturais, € considerado um potencial agente antitumoral, pois varios
estudos mostram sua atividade antioxidante®, antiinflamatéria*®, antimutagénica* e
%8,

anti-tumora Pesquisas com outras linhagens tumorais tém mostrado que o0s

derivados do &cido gélico apresentam acdo antitumoral ainda mais potente que o
seu precursor. A principal hipétese € de que os derivados por serem mais
hidrofébicos que o acido galico, tém maior afinidade e permeabilidade pela
membrana plasmatica. Estudos “in vitro” com linhagens de leucemia, melanoma,
cancer de pulmao e cancer de mama mostram que a atividade antitumoral desses
derivados esta diretamente ligada & indugédo da apoptose, porém poucos exploram a
possivel modulacdo de mediadores inflamatorios como um mecanismo também
envolvido®.

Nosso estudo avaliou o efeito do &cido galico sobre a proliferacdo celular e

parametros inflamatérios das células de carcinoma hepético (HepG2) e possivel
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identificacdo do seu mecanismo de acao. Além disso, pesquisamos se o0 acido gélico
interferia no ciclo celular, na morfologia celular e se induzia as células a apoptose.
Os resultados mostraram que o acido galico reduziu a proliferacdo celular de
maneira dose e tempo dependente, alterando a morfologia celular. As células HepG2
apos o tratamento adquiriram caracteristicas semelhantes as de células em
apoptose, a qual foi confirmada pelo ensaio da Anexina-V/7AAD, por citometria de
fluxo.

Realizamos analise do ciclo celular e ndo observamos diferenca significativa
entre as células tratadas com &cido gélico e as células ndo tratadas. O mesmo
ocorreu com as analises de lactato desidrogenase, TGF( e interleucina 6. Ao avaliar
o nivel de alguns mediadores inflamatorios, observamos reducéo significativa dos
niveis da interleucina 8 (pré-inflamatdria e relacionada a angiogénese, invasividade

53; 54; 55

e a formacdo de metéstases) , aumento dos niveis de interleucina 10 (anti-

%657 & aumento

inflamatoria e relacionada a inducdo da morte celular programada)
dos niveis da interleucina 12 (antiangiogénica). Esses resultados mostraram que o
efeito do &cido galico na linhagem celular HepG2 esta relacionado ndo s6 a inducéo
da apoptose, mas também a modulacdo dessas interleucinas.

A acgédo do 4cido galico relacionada a modulagdo de mediadores inflamatoérios
em células tumorais ainda tem sido pouco explorada, apesar de seu grande
potencial. Consideramos que a pesquisa desses sinalizadores e sua relacdo com o
cancer é muito importante, visto que existem varias evidéncias de que a inflamacéao
apresenta um papel duplo em relacao as neoplasias, podendo apresentar efeito pro

ou antitumoral®

. A inibicdo de sinalizadores pro-tumorais como a interleucina-8,
assim como o estimulo de mediadores anti-inflamatérios pode ser um novo alvo
terapéutico para o tratamento do céncer. Possivelmente, a modulacdo desses
mediadores poderia ser inserida como uma terapia auxiliar, visto que 0 sucesso no
tratamento do cancer tem sido alcancado quando varios alvos moleculares estéo
envolvidos, evitando assim a resisténcia terapéutica.

Ainda ha um numero limitado de estudos que avaliam o efeito dos derivados
do acido galico no Hepatocarcinoma, sendo necessario estudos posteriores que
possam aprofundar os conhecimentos sobre o efeito antitumoral desses compostos
e do seu precursor, principalmente no que diz respeito as vias de sinalizacado que

possam levar a modulacdo de mediadores inflamatorios.
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