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Resumo

O cancro da préstata é uma das neoplasias mais frequentes no homem. A maioria dos tumores
responde a terapias antiandrogénicas, apesar de uma percentagem adquirir resisténcia, surgindo a
necessidade de identificar novos alvos terapéuticos. A berberina, um composto natural, apresenta
propriedades anti-inflamatdrias e anticancerigenas, podendo ser uma alternativa para o tratamento do
cancro da prostata, visto poder inibir a SMYD3, ja descrita como oncogene no cancro da prostata.

O presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito da berberina no cancro da préstata e avaliar se
o seu efeito é dependente da SMYD3.

Foram utilizadas linhas celulares de cancro de préstata, com e sem expressao de SMYD3, tratadas com
diferentes doses de berberina, de forma a calcular o ICsg e determinar o impacto em estudos funcionais.
Aberberinamostrou efeito na viabilidade celular, reduzindo o nimero de células vidveis; na proliferacao
celular, causando a sua diminui¢ao; na apoptose, induzindo-a; e na migracao celular, retardando este
processo. Foiainda demonstrado que o efeito da berberina nao é via SMYD3.

Este estudo aponta a berberina como potencial agente terapéutico em cancro da prdéstata em estadio

inicial ou mais agressivo, com uma atuacao independente da SMYD3.

Palavras-chave: Berberina, Cancro da Prdstata, SMYD3.



Abstract

Prostate cancer is one of the most frequent neoplasms in men. Most tumors respond to antiandrogen
therapies, although a percentage acquire resistance, creating the need to identify new therapeutic
targets. Berberine, a natural compound, has anti-inflammatory and anticancer properties, and may be
an alternative for the treatment of prostate cancer, as it can inhibit SMYD3, already described as an
oncogene in prostate cancer.

The present work aims to study the effect of berberine on prostate cancer and to assess whether its
effectis dependent on SMYD3.

Prostate cancer cell lines, with and without SMYD3 expression, treated with different doses of
berberine, were used to calculate the 1Cso and determine the impact in functional studies.

Berberine showed an effect on cell viability, reducing the number of viable cells; in cell proliferation,
causing its decrease; in apoptosis, inducing it; and cell migration, delaying this process. It was further
demonstrated that the effect of berberine is not via SMYD3.

This study points to berberine as a potential therapeutic agent in early or more aggressive prostate

cancer, acting independently of SMYD3.

Keywords: Berberine, Prostate Cancer, SMYD3.
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Figura 18. Avaliagdo do efeito da berberina na apoptose celular das linhas celulares PC-3 sh-sc e PC-

3 sh-smyd3 através do ensaio APOPercentage. Dados apresentados com média de 3 ensaios

independentes + desvio padrdo. 35
Figura 19. Efeito da berberina na migracdo celular na PC-3 sh-sc e PC-3 sh-smyd3. Dados

apresentados com média de 3 ensaios independentes + desvio padrdo. 36
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancro da Prostata

A prostata é uma glandula do aparelho reprodutor masculino localizada entre a bexiga e a pélvis do
homem e tem como funcao a producao de sémen regulada por hormonas esteroides, como 0s
androgénios (1-4). Os androgénios tém uma relacao direta com o desenvolvimento da prdstata e com
a sua homeostasia. A prdstata sintetiza e secreta vdrias moléculas nao peptidicas, como o colesterol e
lipidios, e moléculas proteicas. Uma das principais proteinas secretada é o antigénio especifico da
prostata (PSA, do inglés Prostate Specific Antigen), sendo a proteina mais importante do liquido do
sémen (3).

A prdstata é uma glandula do aparelho reprodutor masculino localizada entre a bexiga e a pélvis do
homem e tem como funcao a producao de sémen regulada por hormonas esteroides, como 0s

androgénios (Figura 1)(1, 4).
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Figura 1. Esquema representativo da anatomia e histologia da préstata humana. Adaptado de (2).
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As células luminais expressam o recetor de androgénio (RA), sendo estimuladas a produzir e secretar
proteinas, como o PSA. As células basais encontram-se entre a lamina basal e as células luminais e
expressam niveis baixos de RA, enquanto as células neuroenddcrinas, que se encontram localizadas
na camada de células basais, nao expressam RA, mas expressam marcadores neuroenddcrinos, como
acromogranina (1). Além destes tipos celulares presentes no parénquima, estao presentes outros tipos
de células no estroma como os fibroblastos, células endoteliais e células do sistema imunoldgico que
influenciam o comportamento da prdstata (1).

As patologias mais frequentes da préstata sao a hiperplasia benigna da prdstata, a prostatite e o cancro
daprdstata (CP) (1,5-7). Mediante a histologia, o cancro da prdstata pode ser classificado em diferentes
subtipos, dependendo da origem celular (Tabela 1), sendo 0 adenocarcinoma da préstata o subtipo mais

comum e frequente no homem (8).



Tabela 1. Subtipos de cancros da préstata e a sua origem celular. Adaptado de (1,4, 8,9).

Tipo Adenocarcinoma Carcinoma Tumor Sarcoma da
de cancro da prostata pavimentoso neuroenddcrino prostata

Células dos tecidos

. 7 _— Células basais que Células moles (midsculo e
Origem Células luminais da s ot
. revestem o parénquima | neuroenddcrinas nervos) que
celular prostata ; .
da prostata da prostata envolvema
prostata

Assim como em outras neoplasias, 0 CP é caracterizado por uma proliferacao anormal de células, sendo
um tumor clinicamente heterogéneo, ou seja, em alguns individuos o CP pode ter um crescimento lento
ouindolente enquanto em outros pode crescer de forma progressiva e rapida.

A transformacao neoplasica da prdstata comeca com uma alteracao intraepitelial da prdstata,
caracterizada por uma proliferacao das células luminais. Esta lesao pode progredir para um
adenocarcinoma, caracterizado por um fenétipo luminal, que se pode tornar num carcinoma invasivo
(1). Para tal, as células cancerigenas proliferam e ocupam a camada das células basais e adquirem
determinadas caracteristicas que lhes permite invadir lamina basal, migrar para o estroma e, por
conseguinte, invadir os vasos sanguineos, migrando para os locais distantes onde se podem instalar e
proliferar, originando metastases (1).

0 CP invasivo pode disseminar via corrente sanguinea metastizando para os 0ssos, figado e pulmao
sendo 0 0sso o local eleito de metastizacao (1). No 0sso, o crescimento tumoral leva a uma invasao do
tecido dsseo por tecido metastatico causando dor intensa, hipercalcemia e fraturas frequentes (1, 2).
O CP avancado localizado dependente da sinalizacao pelo RA, pode responder bem a ter apia de
privacao de androgénios (TPA), podendo o tratamento ser total ou parcialmente eficaz, isto é, pode
ocorrer aremissao total do tumor ou, durante a terapia, o tumor pode ganhar resisténcia ao tratamento,
tornando-se num cancro independente de androgénios e mais agressivo, sendo designado por cancro
da prdstata resistente a castracao (CPRC). Este tipo de cancro pode progredir para cancro da prdstata
resistente a castracao metastatico (CPRCm) (1,2,10).

0 CPRC é umadoenca agressiva, caracterizada por uma diminuicao da expressao de RA ou até mesmo
a auséncia de expressao de RA, designado também por CP independente de androgénios. Os
androgénios, que sinalizam através do RA, sao necessdrios para o desenvolvimento da préstata e para
a sua funcao normal. A acao androgénica funciona através de um eixo que envolve a sintese de
testosterona no testiculo, o seu transporte para os tecidos-alvo e a sua conversao pela 5o-redutase
num metabolito mais ativo, a So-diidrotestosterona (DHT). A testosterona e DHT exercem efeitos

bioldgicos através da ligagao ao RA, induzindo a sua atividade transcricional.



Aproximadamente 80-90% dos CP numa fase inicial, apresentam um crescimento dependente da
sinalizacao pelos androgénios, sendo a terapia mais comumente utilizada a TPA que causa uma
reducao substancial dos niveis de androgénios séricos e, consequentemente, nao ocorre sinalizacao
via RA, ndo havendo o estimulo para o crescimento (2,11). Esta terapia leva a uma diminuicao dos niveis
séricos de PSA, sendo esta uma forma de monitorizar o tratamento. Contudo, quando o CPRC deixa de
responder a TPA ha uma diminuicao dos niveis séricos de PSA, podendo ser um fator de confundimento
ao nivel da eficdcia da terapia. Este tipo de tumor para além de deixar de responder a TPA perde

também a expressao de RA, sendo bastante agressivo e até fatal (12).

1.1.1 Epidemiologia
Em Portugal assistiu-se a um aumento do niimero de casos de CP no ano de 2020 comparativamente

ao registado em 2018, tonando-se, a nivel nacional, o cancro com maior incidéncia em individuos do

sexo masculino (Figura 2) (13).
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Figura 2. Incidéncia e mortalidade por cancro em Portugal. Dados de 2020 para o género masculino. Adaptado de (14).

Aincidéncia e taxa de mortalidade do CP varia muito, dependendo da localizacao geografica e do nivel
sociodemografico/desenvolvimento do pais (14, 15). Num pais com um nivel sociodemografico alto,
um paciente com 79 anos tem uma probabilidade de 1 em 6 em ser diagnosticado com CP, enquanto
num pais com um nivel sociodemografico baixo, a probabilidade é de 1em 47. Estes dados podem ser
influenciados pela taxa de diagndstico e de rastreio que é realizada em cada pais, como por exemplo
através da medicao do niveis de PSA no sangue (15). A titulo de exemplo, nos Estados Unidos, no inicio
da utilizagao dos niveis de PSA no sangue como ferramenta para o rastreio do CP, a incidéncia do CP

disparou consideravelmente. Contudo, o aumento da incidéncia do CP nao é devido apenas ao rastreio
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através dos niveis de PSA, mas também de outros fatores, uma vez que em paises da Asia, como o
Japao, ou Paises da Europa Ocidental, verificou-se um aumento da incidéncia do CP antes de se iniciar
0 uso dos niveis de PSA no sangue como forma de rastreio, dados que sugerem o envolvimento de
outros fatores como o ambiente e o estilo de vida (14, 15).

Atualmente, é sabido da existéncia de varios fatores de risco que levam a um aumento daincidéncia do
CP, que podem ter influéncia no inicio da carcinogénese, na progressao do cancro, no aparecimento da
doenca metastatica ou mesmo na morte. Os principais fatores de risco sao a idade, a etnia, historial
familiar e, mais recentemente descoberto, a predisposicao genética (3, 15). A idade é o principal fator
de risco para o desenvolvimento de CP. Este tipo de cancro é raramente diagnosticado em individuos
com idade inferior a 40 anos. Devido ao CP ter comportamento indolente, isto é ser um cancro de
crescimento lento, a sua incidéncia aumentou substancialmente com o aumento da esperanca média
de vida da populagdo, sendo, por este motivo, 0 aparecimento de sintomas tardio. Atualmente, a
maioria dos CP sao diagnosticados nos homens com idades compreendidas entre os 50 e 65 anos,
devido ao rastreio (15).

Relativamente a etnia, esta descrito que homens de descendéncia africana tém uma maior
probabilidade de morrer por CP comparativamente a homens de outra etnia (14). Até ao momento
ainda nao estd esclarecido esta evidéncia, sendo sugerido que a probabilidade de morrer por CP é
devido as condigdes e ao acesso a satide, mas também a um risco genético aumentado (15). O risco
familiar também pode ter influéncia no desenvolvimento do CP (15). Individuos que tém um familiar
com CP tém umrisco 2 a 3 vezes maior de Ihes ser diagnosticado um CP do que um individuo que nao
tem familiares com CP. Individuos com mais do que um familiar com CP, tém um risco de 9 vezes
superior de desenvolver esta patologia. Adicionalmente, a morte de um familiar por CP leva aumrisco
mais elevado de morrer por CP em compara¢ao com um individuo diagnosticado com CP sem histéria
familiar (15).

A pré-disposicao genética para o CP também tem sido estudada como um potencial fator para o seu
desenvolvimento, tendo sido identificados mais de 105 /oci de risco para o CP, sendo, desta forma,
explicada cerca de um terco da herdabilidade (1,15).

Para além destes fatores de risco, existem outros que estao relacionados com um avancgo progressivo
e fatal do CP, como por exemplo a obesidade e a alteracao de peso constante (15). Alguns estudos
mostram que o aumento de peso estd associado a varias desregulacdes no organismo, afetando a
regulacao hormonal, levando a um aumento dos niveis de insulina assim como de citocinas

inflamatdrias e diminuindo os niveis de hormonas sexuais (15-17).



1.1.2 Genética e epigenética do CP
O desenvolvimento e progressao do CP ocorrem por uma acumulacao de alteracdes genéticas e
epigenéticas na célula que posteriormente resultam nainativacao de genes supressores tumorais e na
ativacao de oncogenes, assim como de outros genes envolvidos em processos que conferem
vantagem as células cancerigenas.
Durante o processo de carcinogénese, ocorre uma acumulacao de alteragoes genéticas e epigenéticas
nas células em transformacdo que levam a inativacao ou a nao expressao de genes supressores
tumorais, assim como a ativacao de proto-oncogenes ou a sobre-expressao de oncogenes (1). No
processo de progressao tumoral, a acumulacao de novas mutacfes génicas e de alteracdes
epigenéticas nas células cancerigenas levam ao aparecimento de novos clones celulares tumorais com
diferentes caracteristicas, que Ihes permitem sobreviver a meios adversos como em situacoes de
hipoxia, e terapias, entre outros (1). Todo este processo ocorre quer na carcinogénese da prostata quer
na progressao do tumor assim como para o aparecimento da doenca metastdtica (1,18). Alguns genes
que ja foramidentificados como sendo genes que estao recorrentemente alterados no cancro primario
dapréstata, sao TP53, FOXA1,PTEN, ERG,RA, MYC,BRAC2, ATM, Smad4, BRAF e SPOP (19). De entre
estes genes, salientam-se os oncogenes, como o BRAF e constitutively active myristoylate AKT1 0s
genes supressores tumorais, como Pten, Smad4 e TP53, e os genes envolvidos na reparacao de DNA
como BRCA2 e ATM, todos envolvidos no CP(19). Estudos in vitro tém ajudado muito na avaliacao do
papel de certas mutacoes genéticas assim como de alteracdes genéticas. A titulo de exemplo, um
estudo realizado in vitro demonstrou que os oncogenes AKT1 e MYC tém influéncia na progressao de
CP através da desrequlacao de varias vias metabdlicas relacionadas, bem como do metabolismo
lipidico (20). Por sua vez, a inativacao de genes supressores tumorais nas células basais e nas células
luminais estao envolvidos, também, no processo de desenvolvimento de adenocarcinoma da prdstata
(1,19).
Recentemente foram identificados novos genes mutado no CP, através do recurso a ferramentas
computacionais, como por exemplo os genes BCOR, FRG1B, GABRAG e LRP1B (19). Também se
encontram alteradas diversas vias no CP como a via de RA, PI3K-PTEN, WNT e a via de reparagao do
DNA(1,8).
Para além dos genes associados ao CP, tém sido identificados diversos locis de suscetibilidade
associados ao CP, como por exemplo o polimorfismo do nucleétido tnico associado ao risco (SNP
rs339331) que aumenta a ligacdo de HOXB1 ao gene RFX6, levando a um aumento da sua expressao.
Este gene, RFX6, esta correlacionado a progressao de CP e a metastizacao (21). Esta descrito na
literatura a existéncia de mutagdes em genes cuja proteina faz parte integrante de vias de sinalizacao
intracelulares, como por exemplo RA, PI3K-PTEN e 0 WNT, assim como de sistemas de reparacao de

erros no DNA (21).



Recentemente, foi associado ao desenvolvimento e progressao do CP eventos epigenéticos. Um
fendmeno epigenético é definido como um fendtipo hereditario em que nao ocorre mudanca na
sequéncia genética. Uma interrupcao nos processos epigenéticos pode levar a uma transformacao de
células normais em células tumorais (22).

O cddigo epigenético é composto por modificacdes quimicas no DNA e nas histonas. Estas
modificacdes envolvem interacdes entre as ligacoes de DNA, RNA, proteinas e outras macromoléculas
que sinalizam mudancas na funcao e organizacao do genoma, sendo consideradas marcas
epigenéticas (22, 23).

Para ocorrer a ativacao do processo de transcricao é necessdrio o gene estar acessivel, principalmente
a suaregiao promotora para interacao com os fatores de transcricao e a RNA polimerase. Para o gene
se tornar acessivel é necessario ativar um mecanismo que leve a uma diminuicao da intensidade das
interacoes do DNA. Para que isto ocorra sao necessdrias varias enzimas e proteinas das quais se
incluem os modificadores de cromatina como a acetilacao, metilacao, fosforilacao, ubiquitinacao e
sumoilacao, que promovem a modificacao das histonas emresiduos de aminodcidos especificos, mais
precisamente a cauda das histonas (24).

0 conjunto das modificacoes “escrevem” o “cddigo das histonas” que posteriormente condiciona como
um gene especifico serd transcrito. Este cddigo é lido por proteinas, os leitores, que traduzem esse
cddigo para um estado especifico da cromatina: estado ativo, que permite a transcricao de genes, ou
estado reprimido, que impede a transcricao de genes (22, 23, 25). Esta maquinaria epigenética é
fundamental para a estrutura da cromatina e para a transcricao génica, tendo como bhase trés
mecanismos principais (Figura 3): metilacado do DNA, modificacdes covalentes das histonas e RNAs
nao codificantes. Estas modificacdes sao consideradas marcas epigenéticas, podendo ser reguladores

chaves nas vias relacionadas com a carcinogénese e consequentemente um alvo terapéutico (22, 26).
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Um mecanismo epigenético que ocorre associado ao cancro é a modificacao da marca das histonas.
Uma alteracao na modificacao das histonas é a sua metilacao que é realizada por metiltransferases de
histonas (MTH) que requerem diferentes familias de enzimas dependentes de residuos de lisina ou de
arginina (25). Estas enzimas desempenham um papel muito importante na alteracao da cromatina que,
por sua vez, regula a replicacao de DNA e a expressao génica (27). Dependendo do residuo alvo e do
estado de metilacdo (mono, di ou trimetilado), a MTH pode regular positiva ou negativamente a
transcricao genética (24). Em células malignas, a desregulacao de MTHs esta associada a alteracdes
no controlo pds-traducional de proteinas celulares que afetam as vias de sinalizacao (22, 23, 28). Estd
descrito que a metilagao de H3K27, denotada por H3K27me, esta associada arepressao da cromatina,
assim como ametilagao de H3K9 (25). Por outro lado, ametilacdo de H3K4 estd associada a cromatina
aberta e, consequentemente, a transcricao ativa (22). Diversos estudos demonstram um aumento da
expressao de MTHs no CP, sendo a mais estudada a EZH2, a principal proteina catalitica responsavel
pela metilacdo do residuo H3K27 (29). Uma mutacdo no gene EZH2 estd associada ao
desenvolvimento do cancro, estando esta mutacao presente no estado mais agressivo da doenca (22,
29). Entre as MTHSs, a mais recentemente estudada é proteina 3 que contém o dominio SET e MYND

(SMYD3, do inglés SET and Mynd domain-containing protein 3) (23).

11.21. SMYD3

A SMYD3 é uma di e tri-metiltransferase dos residuos de H3K4, H4K5 e H4K20, e tem um papel
importante na metilacdo de histonas e proteinas nao-histdnicas (23). A SMYD3 tem um papel
fundamental na regulacao da transcricao uma vez que leva a requlacao da transcricao de varios genes
e ametilagao de proteinas nao histonas (23). Alguns estudos mostram que a SMYD3 tem a capacidade
de reprimir genes supressores tumorais e promover oncogenes, como N-myc, demonstrando
contribuir para a carcinogénese do CP e de outros tipos de cancro como o mieloma mudiltiplo (23, 25, 27,
30). Esta enzima pode estar localizada no nticleo, mas também no citoplasma podendo metilar
proteinas do citoplasma ou da membrana celular (23).

Em células normais, a ndao expressao de SMYD3 mostra nao ser essencial para o desenvolvimento,
sobrevivéncia ou proliferacdo das células (23). Contudo, uma expressao elevada da SMYD3 causa um
aumento do crescimento celular que pode interferir positivamente com ativacao de genes que
codificam proteinas integrantes de vias envolvidas na transformacgao maligna e migragao celular (31,
32).

Varios estudos in vitro utilizando linhas celulares cancerigenas tém mostrado que a SMYD3 tem uma
expressao elevada em diversos tipos de cancro como no cancro colorretal, da mama, figado e da
préstata (28, 33-35). Adicionalmente, a sua expressao elevada tem sido associada a estadios

agressivos (28, 33). Um estudo realizado por Alessia Peserico et al em cancro colorretal mostrou que



a inibicao da SMYD3, por acao de um inibidor de metiltansferase de histonas (BCI-121), leva a uma
diminuicao do crescimento celular visto pelos niveis baixos de H3K4me2/3 e H4K5me (35).

No CP foi demonstrado uma associacao positiva da expressao de SMYD3 a tumores mais agressivos
devido a sua atividade enzimatica de metiltransferase, capaz de manter o fenétipo maligno e promover
a proliferacao de células malignas (33, 35), sendo sugerido a sua utilizacao como biomarcador para a
agressividade tumoral (35, 36).

Estudos in vitro com linhas celulares de células cancerigenas da prdstata humana mostrou que o
silenciamento da SMYD3 leva a uma diminuicao do fendtipo maligno das células tumorais
demonstrando um potencial alvo terapéutico para o CP (35). Efeitos similares foram obtidos por outros
investigadores através dainibicao da SMYD3 usando outras linhas celulares tumorais, como do cancro

da prdstata, pulmao e ovario (28, 35).

1.1.3 Rastreio e Diagnéstico
0 CP, na maioria das vezes, é um cancro de crescimento lento, indolor, em que os sintomas podem
ocorrer tardiamente. Alguns dos sintomas que ocorrem sao a dor 6ssea, fraturas 6sseas patoldgicas,
insuficiéncia renal, e uma possivel perda de peso (7).
Devido ao comportamento indolente do CP nas suas fases iniciais, o rastreio do cancro da préstata é
de extrema importancia pois permite identificar os individuos do sexo masculino que se encontram
numa fase precoce de desenvolvimento do CP, fase onde é possivelintervir para uma cura.
O rastreio do CP é efetuado através da quantificacao dos niveis de PSA no sangue dos homens com
uma idade igual ou superior aos 50 anos. Quando existe risco familiar o rastreio é realizado a partir dos
45 anos (37, 38).
O PSA é uma glicoproteina produzida pelas glandulas da prdstata e tem como fun¢ao promover a
mobilidade dos espermatozoides, entre outras (38, 39). Esta proteina entra no soro através do
vazamento do liquido extracelular da prdstata normal. Em caso de CP, os niveis séricos de PSA
encontram-se elevados (acima de 3ng/mL) devido a préstata perder a sua estrutura glandular normal
(39). Contudo, os niveis PSA podem estar aumentados nao devido a CP, mas devido a presenca de uma
hiperplasia benigna da préstata ou a uma prostatite, sendo importante realizar uma consulta com o
urologista onde é efetuado o toque retal e prescrito outros exames imagioldgicos complementares (39,
40).
O toque retal 6 um exame importante pois permite avaliar a morfologia da prdstata, o seu tamanho,
consisténcia, mobilidade, presenca de nddulos e a sensibilidade (41). Os resultados deste exame,
juntamente comaandlise do PSA, podem dar indicios de uma patologia que devera ser confirmada com
exames imagiolégicos, como a ecografia prostatica, ou hidpsia (42, 43). Em casos mais graves, a

ecografia pode ser realizada juntamente com uma bidpsia por agulha com a finalidade de realizar um



exame anatomopatoldgico. Se o resultado indicar CP, recorre-se a classificacao de Gleason para
efetuar o diagndstico (7, 42, 43). Quando o CP se encontra em niveis avancados, recorre-se a
ressonancia magnética e/ou tomografia por emissao de positroes (PET, do inglés Positron Emission
Tomography) que permite avaliar se hd metastizacao (7, 37, 42).

A classificacao de Gleason foi criada ha mais de 50 anos pela Sociedade Internacional de Patologia
Uroldgica (ISUP, do inglés International Society of Urological Pathology), tendo por base as
caracteristicas celulares e histolégicas das amostras, sendo bastante importante paraidentificacao do
grau em que se encontra o cancro e também ajuda o médico a recomendar que tipo de tratamento
necessita o paciente (18, 44). Em 2014, realizou-se uma reunidao de ISUP para discussao do
melhoramento da classificacao de Gleason parauma melhor pratica clinica (Figura 4). Foramrealizadas
recomendacoes relativamente ao padrao das células observado pelo patologista e a sua posterior
classificacdo de Gleason. Para além disso, foi indicado que a classificacao de Gleason teria inicio no
ndmero 6, grau 1 (3+3), pois refletia um comportamento indolente do tumor. Foi ainda discutido a

classificacao de Gleason 7 onde o padrao 4 deveria ser evidenciado (45).

1 <6 (usually 3+3)

2 7 (3+4)

3 7 (4+3)

4 8 (4+4, 245, 543)

5 9,10 (4+5, 5+4, 5+5)

Figura 4. Classificacdo de Gleason. A- classificagdo mediante a morfologia celular e padrdo histolégico da neoplasia
malignas (grau1a 5). B - classificacdo de Gleason: somatdrio do grau dos dois padrdes histoldgicos prevalentes na neoplasia
maligna.

A classificacao varia entre 6 e 10, sendo 6 risco baixo, 7 umrisco intermédio, e de 8 a 10 alto risco. Esta
classificacao é feita pela pontuacao dada de acordo com os dois graus mais prevalentes observados

pelo patologista, 0 grau mais predominante e 0 sequndo grau mais predominante (18).



A arquitetura apresentada pelas células malignas é classificada em 5 graus, sendo atribuido um grau
maior amedida que estas células se diferenciam da arquiteturanormal na préstata, como demonstrado
na Figura 4A.. As células de grau 1 equivalem a células normais da préstata (mais diferenciadas),
enquanto as células de grau 5 sao consideradas células de alto grau que sofrem diversas mutacoes
perdendo a arquitetura glandular tipica deste érgao. Por exemplo, se o grau mais comum foro 3 e o
segundo mais comum for 0 4, a pontuacao sera 7. Contudo, se o grau mais comum for 0 4 e 0 seqgundo
mais comum for 0 3, temos uma pontuacado final igual a 7 mas com um tumor considerado mais
agressivo (18, 46). A classificacao final é feita pela soma das pontuacdes (Figura 4B). Caso seja
observado apenas um padrao, a pontuacao é multiplicada por 2 para obtencao da classificacao de
Gleason (42, 46).

Quando a classificacao de Gleason é de 6, indica que as células observadas sao semelhantes a prdstata,
sugerindo que o cancro cresce muito lentamente ou que existe um baixo risco de desenvolver cancro.
Por norma é indicado pelo médico uma vigilancia ativa (18, 40, 42, 44, 46).

A classificacao 7 (3+4) indica que a maioria das células ainda apresentam alguma semelhanca com as
células normais da prdstata, sugestivo de um cancro de crescimento lento. Pode ser indicado pelo
médico uma vigilancia ativa, prostatectomia e radioterapia (42, 44, 46).

A classificacao 7 (4+3) indica que hd menos células que se assemelham as células normais da préstata
e que 0 cancro cresce a uma taxa moderada. E recomendado pelo médico a prostatectomia ou
radioterapia (42, 44, 46).

A classificacao 8 apresentaja células anormais e indica um cancro de crescimento rdpido ou moderado.
Por fim, a classificacao de 9 ou 10 indica uma grande quantidade de células anormais, ou seja, um
cancro que cresce descontroladamente. Para estas 3 classificacoes é sugerido pelo médico a
prostatectomia, radioterapia ou quimioterapia (42, 44, 46).

Quando é prescrita a terapia, é avaliado regularmente os niveis de PSA dos pacientes. A avaliacao de
PSA permite detetar a presenca de metdstases, no caso de prostatectomia, e no caso do tratamento
ser radioterapia ou quimioterapia, permite perceber se hda uma resposta a terapia ou se hd surgimento
de recidivas. Contudo, uma vez que PSA é o gene alvo de RA e este é 0 alvo das terapias utilizadas, ha
uma regulacao negativa de RA e consequentemente umareducao da expressao de PSA nao indicando
verdadeiramente se houve ou nao uma diminuicao do nimero de células malignas, ou seja, nao indica
verdadeiramente se o tratamento estd a ter efeito. Para além disso, caso a terapia realizada seja um
terapia antiandrogénica, em CPRC, ou seja, hormono-independente, nao deve ser avaliado os niveis de
PSA (22).

H4 uma grande necessidade de novos testes, nao invasivos, que consigam detetar o CP num estado
mais precoce da doenca e que permitam monitorizar o tratamento de uma forma mais precisa, isto &,

que o seu resultado nao seja afetado pelo tratamento sem nenhum interferente. Uma das hipéteses é
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a utilizacao da detecao de biomarcadores presentes no DNA livre circulante que sofram alteracoes de
metilacao de DNA associadas ao CP, a doenca metastdtica e também a recorréncia da doenca, como

por exemplo,a SMYD3 (22).

1.1.4 Tratamento
O CP é tratado tendo em consideracao os niveis de PSA, o grau de Gleason, a idade do paciente,
comorbidade associada e a esperanca de vida do paciente (18, 42).
Existem varias terapias que podem ser utilizadas que incluem a ressecao cirdrgica, radioterapia e a
TPA, a mais utilizada na fase inicial, que é realizada por castracao cirdrgica ou castracao quimica,
dependendo do grau de Gleason se este é ou ndo hormono-dependente (13).
A maioria dos CP diagnosticados, cerca de 80%, é considerado hormono-dependente (2). Se o cancro
for localizado, é recomendada uma vigilancia, prostatectomia ou TPA, casa o cancro seja hormono-
dependente. Caso o CP se encontre num estado mais avangado com metastizacao e for hormono-
dependente, é utilizada TPA combinada com quimioterapia, como por exemplo docetaxel
conjuntamente com e inibidores de sinal de RA como Albiraterone, Apalutamide e Enzalutamide, entre
outros (2, 18, 47). Contudo, cerca de 10-20% dos pacientes cujo CP é hormono-independente, ao fim
de 2-3 anos, apresentam recorréncia, visualizada através dos niveis seroldgicos aumentados de PSA
e/ou ressonancia magnética. E prescrita uma nova terapia, contudo, a maioria destes cancros resulta
em CPRC (2). Depois de ser diagnosticado CPRC, os pacientes tém uma esperanca média de vida de
cercade 5 anos, podendo ser inseridos em ensaios clinicos e/ou cuidados paliativos (2, 35, 47, 48).
Apesar de haver varios tratamentos, hd sempre riscos associados. Por exemplo, a TPA pode levar a
que haja cada vez mais pacientes a desenvolverem CPRC devido a ser a terapia mais comumente
prescrita, uma vez que mais de 50% dos CP diagnosticados sao hormono-dependentes. A
prostatectomia radical ou radioterapia localizada também acarretam riscos como incontinéncia
urindria ou disfuncao erétil. Face a estes riscos, hd uma extrema necessidade de novas terapias

principalmente para cancros como o CPRC (2, 49).

1.2 Estratégicas terapeuticas para o Cancro da Prostata

Uma revisao na literatura mostra a existéncia de um grande nimero de estudos na procura de novos
farmacos para prevencao e tratamento do cancro, que tenham baixa toxicidade e poucos efeitos
colaterais, sendo cada vez mais pesquisados compostos de origem natural como agentes terapéuticos,
como por exemplo a berberina (47, 50-54).

Aberberina é um alcaloide issoquinolina natural de cor amarela dourada que tem origemnaraiz, rizoma

e casca do caule de muitas espécies de plantas medicinais como Berberis spp., Coptis spp, Hydrastis
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spp (54-56). E comumente utilizado na China como agente antimicrobiano e antidiarrdico, entre outos
(54,55).

1.2.1 Berberina como ferramenta terapéutica
A berberina tem sido utilizada como fdrmaco em diversas situacbes pois apresenta diversas
caracteristicas farmacoldgicas como atividade anticancerigena, antidiabética, anti-inflamatdria,
antiobesidade e cardioprotetora, entre outros (56, 57).
Em pacientes diabéticos, a berberina apresenta ter um efeito hipoglicémico, através de um aumento da
sensibilidade ainsulina, modulacao da microbiota intestinal, estimulacao da glicdlise o tecido periférico
das células, aumento do transportador da glicose, entre outros. Também demonstra ter alguns efeitos
na melhoria da ovulacao em pacientes com sindrome do ovarios policistico, devido a aumentar a
sensibilidade a insulina (58).
Esta substancia natural demonstra inimeras atividades farmacoldgicas benéficas possiveis de tratar
ou auxiliar no tratamento de diversas patologias, podendo vir a ser utilizada como tratamento de 12
linha em vdrios casos (54,55, 57, 58).
Estudos realizados em linhas celulares de diferentes tipos de cancro, como do cancro uterino, gdstrico,
vesical, mamdrio, hepatico, pulmonar e prostdtico, mostram que a berberina tem potencial como alvo
terapéutico anticancerigeno, sendo a sua toxicidade baixa, assim como o seu custo (55, 59). Estao
descritos na literatura vdrios mecanismos que afetam negativamente o crescimento tumoral pela
berberina através da regulacao negativa da expressao da ciclina B1, paragem do ciclo celular, da
inducdo de apoptose pela via de sinalizacao mTOR ou ativacao do fator indutor de apoptose e da
inibicao da atividade da telomerase (58, 59).
Relativamente a paragem do ciclo celular, estudos em linhas celulares malignas de bexiga e leucemia
linfocitica, demonstraram que a berberinainibe o ciclo celular nafase G1pelaregulacao positiva do gene
BTG2 (gene regulador da proliferacao celular induzido pela proteina p53) e induz a paragem do ciclo
celular em G1pela regulacao negativa de ciclinas, como a ciclina D1e a B1(59).
Os recetores de morte, conhecidos como TRAIL, também desempenham um papel muito importante
na inducao de apoptose de células malignas (59), sendo alvos terapéuticos no tratamento contra o
cancro. Estudo em linhas celulares de cancro da mama resistentes a apoptose, via TRAIL, apds
tratamento com berberina combinada com TRAIL, mostraram um aumento dos niveis de apoptose,
sugerindo o papel adjuvante da berberina na inducao da apoptose (59).
As metaloproteinases (MMP, do inglés Matriz Metalloproteinases) da matriz sao proteinas bastante
importantes pois tém como funcao degradar e remodelar a matriz extracelular, permitindo ainvasao e
a migracao de células malignas e por fim a metastizacao (60). Os niveis de expressao e atividade de

MMP estao associados ao desenvolvimento de muitos tipos de cancro, como o cancro do c6lon, mama,
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melanoma, ovario, préstata e pulmao (60). A berberina demonstra ter efeito na expressao das MMP,
isto é, reduz os niveis de metaloproteinases no plasma podendo, deste modo, estar envolvida na
inibicdo/prevencao de metdstases (59). Pelo exposto, a berberina intervém negativamente em
diversos mecanismos moleculares que promovem o desenvolvimento progressao e metastizacao e,
devido a estas propriedades anticancerigenos, torna-se num alvo terapéutico bastante interessante.
Relativamente ao CP aberberinatem demonstrado um potencial anticancerigeno através do seu efeito
antiproliferativo através da supressao de RA (59). Um estudo de Li et al demonstrou que linhas
celulares de CP, ap6s o tratamento com berberina, apresentavam niveis significativamente baixos de
PSA, RA, COX-2 e Bcl-2 e uma expressao de caspase-3 aumentada, dados que sugerem que o
mecanismo principal da berberina é ainibicao do microambiente inflamatdrio, a inibicao de proliferacao
celular e inducao da apoptose de células malignas (50). Para além disto, a berberina tem a capacidade
de inibir a atividade de transcricao de RA em CPRC. Nao afeta a expressao de mRNA mas induz a
degradacao da proteina RA (61). Estudos in vitro em células CP humana mostraram o potencial
apoptatico da berberina, via inibicao da caspase-3 (62), o seu potencial antiproliferativo, via a inducao
da paragem do ciclo celular nafase G1(63).

Um estudo in vitro com uma linha celular proveniente de CPRC demonstrou que a berberina tem a
capacidade de inibir a migracao e invasao de células malignas pela inibicao de genes relacionados a
transicao epitelial-mesenquimal (EMT, do inglés Epithelial-to-Mesenchymal Transition), como BMP7
e NODAL (55).

A proteina supressora tumoral, p53, é crucial na supressao da carcinogénese (64). A corroborar, a
maioria dos pacientes com cancro apresenta mutagdes no gene TP53, incluindo os com cancro da
prostata (64). Esta proteina é ativada como fator de transcricao em resposta a oncogenes, hipoxia ou
dano no DNA, por exemplo, resultando na paragem do ciclo celular ou indugao da apoptose (64). Um
estudo in vitro de Choi et al demonstrou que as células que expressam a proteina p53 sao mais
suscetiveis a berberina do que as células que nao expressam p53 (64). Este estudo mostrou ainda a
inducao da paragem do ciclo celular, na fase G1, maioritariamente nas células que expressam p53,
sugerindo que a inibicao da proliferacao celular nas células malignas seja devido a paragem do ciclo
celular em G1 via p53 (64). Para além disso, a berberina demonstrou induzir a apoptose
maioritariamente em células que expressam p53, pelo aumento de proteinas Bax, pré-apoptoticas,
gue posteriormente induzem a sinalizacao de caspases (64). Demonstra tambhém ter a capacidade

inibir a metastizacao através da paragem do ciclo celular, inducao de apoptose, entre outros, podendo

impedir 0 avanco da doenca (47,50, 53,55, 61, 64).

1.2.2 Berherinaea SMYD3
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Na literatura estd descrito que a berberina afeta os niveis de acetilacao e metilacao de histonas (30).
Um estudo de Wang et al in vitro, em linhas celulares de mieloma multiplo, demonstrou que, apds o
tratamento com berberina, os niveis de metilacao de residuos de lisina de histonas diminuiram a
medida que a concentracao de berberina aumentava (30). Para além disso, Wang et al demonstraram
que a berberina tem a capacidade de induzir a acetilagao de histonas podendo resultar na ativacdo de
genes responsaveis pela supressao da proliferacao celular e apoptose (30).

Esta substancia natural, a berberina, demonstra ainda ter efeito na reqgulacao epigenética em células
de mieloma mdltiplo. Demonstra regular negativamente as metiltransferases de DNA e regular
positivamente as metiltransferase de histonas como a SMYD3 (30, 65). Em linhas celulares mieloma
multiplo, apds tratamento com berberina, houve uma diminuicao dos niveis de H3K4me3, ou seja, uma
diminuicao da expressao da SMYD3, demonstrando ter efeito antitumorais por meio da regulacao
epigenética (30).

A berberina tem propriedades anticancerigenas, tendo potencial como ferramenta terapéutica e/ou
como adjuvante as terapias convencionais (41, 47, 50, 51, 53, 55, 62, 64). Esta substancia natural é
capaz de intervir na regulacao epigenética através da diminuicao da expressao da SMYD3 e, uma vez
que CPRC é uma neoplasia sem cura e que temuma expressao elevada da SMYD3, a berberina poderd
ser uma potencial ferramenta terapéutica por meio da inibicdo da SMYD3 no CPRC (25, 28, 35, 50, 51,
55, 66).
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2. OBIJETIVOS

0 cancro da préstata é um problema grave de satide publica, onde a maioria dos tumores respondem a
terapias antiandrogénicas. Contudo, uma pequena percentagem de tumores apresenta ou adquire
resisténcia a esta terapia, sendo as outras terapias pouco eficazes. Assim, tém sido efetuados vdrios
estudos ao nivel da patogenia do cancro da prdstata, assim como de novos compostos e compostos
naturais, na tentativa de identificar potenciais alvos para as terapias e identificar/desenvolver novas
moléculas terapéuticas.

A berberina, um composto natural, tem despertado interesse na comunidade cientifica devido as suas
propriedades anti-inflamatdrias e anticancerigenas, podendo ser uma alternativa para o tratamento do
cancro da prdstata, uma vez que pode inibir a expressao da SMYD3 cujo aumento da expressao estd
associada ao cancro da prdstata, nomeadamente a forma mais agressiva do cancro da prdstata, o
CPRC.

O presente trabalho tem como objetivo estudar o efeito da berberina no cancro da préstata e avaliar se
o seu efeito é dependente da expressao da SMYD3.

Para avaliar o efeito da berberina em cancro da prdstata foram utilizadas duas linhas celulares, uma
proveniente de um tumor numa fase inicial e hormono-dependente (LNCaP) e uma outra proveniente
de um tumor CPRC de maior agressividade, para avaliar e caracterizar a nivel funcional o efeito da
berberina na viabilidade celular, na proliferacao celular, na apoptose e na migracao celular, tendo sido
necessdrio determinar previamente o IC50 de cada linha celular para escolher as melhores doses de
berberina a aplicar nos estudos funcionais.

Para avaliar se o efeito da berberina é dependente da SMYD3 foram utilizadas duas linhas celulares
derivadas da linha celular PC-3 que foram manipuladas geneticamente: uma linha sem expressao da
SMYD3 (silenciada, PC-3 sh-smyd3) e a outra linha celular controlo da linha silenciada que expressa a
SMYD3 (PC-3 sh-scramble), tendo sido o efeito da berberina avaliado através da caracterizacao
funcional, isto é, através de estudos viabilidade celular, na proliferacao celular, na apoptose e na

migracado celular.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 Cultura e manutencao de linhas celulares

No presente trabalho foram utilizadas duas linhas celulares de carcinoma da prdstata provenientes de
um tumor hormonodependente (linha celular LNCaP) e de um tumor resistente a castracao (linha
celular PC-3), que foram gentilmente cedidas grupo de Epigenética e Biologia do Cancro do Centro de
Investigacao do Intituito Portugués de Oncologia do Porto.

A linha celular LNCaP foi mantida em meio Roswell Park Memorial Insititute (RPMI) — 1640 (PAN-
Biotech, Aidenbach, Germany) suplementado com 10% de Soro Fetal de Bovino (FBS, do inglés Fetal
Bovine Serum) (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) (67). A linha celular PC-3 foi mantida em meio
RPMI-1640/Ham’s F-12 (50:50, v/v) (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) suplementado com10% de
FBS (PAN-Biotech, Aidenbach, Germany) (67). Além destas linhas celulares, foram utilizadas duas
outras linhas celulares obtidas por manipulacdo genética da PC-3: a sh-SMYD3 PC-3 (PC-3 sh-
smyd3) e a sh-scramble PC-3 (PC-3 sh-sc). A linha celular PC-3 sh-smyd3 foi manipulada
geneticamente para nao expressar a SMYD3. No presente trabalho foi usada para avaliar se o efeito da
berberina no CP é dependente ou ndo da expressao SMDY3. A linha celular PC-3 sh-sc foi utilizada
como controlo da linha PC-3 sh-smyd3. Ambas as linhas celulares foram cultivados e mantidas com
meio usado para alinha celular PC-3,, tendo sido adicionado 1ug/ml de puromicina de forma a garantir
s6 sobrevivem as células que expressam o vetor utilizado na manipulacao genética que lhes garante
uma resisténcia a este antibiético (28, 68). O silenciamento da linha PC-3 sh-smyd3 foi comprovado
por Vieira et al por Real Time RT-PCR e por Western Blot (28).

Todas as células foram mantidas inicialmente em frascos 25cm? numa estufa (BINDER, Tuttlingen,
Germany) a 372C com atmosfera himida a 5% de CO,, tendo sido observadas ao microscdpio Gtico
invertido (Motic AE31, 4x/0.10, Canadd, Germany) em periodos de 48 horas para averiguar a
necessidade de mudanca do meio. Quando atingida a confluéncia, as células foram tripsinizadas. Para
tal, foi adicionado 3ml de tampao fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline) (Corning™,
Arizona, EUA) apés aspiracao do meio. Apds a lavagem, foi removido o PBS e foi adicionado 2ml de
Tripsina (biowest, Bradenton, EUA) durante 5 min. Apds este periodo, foi adicionado o dobro do volume
de meio, tendo sido efetuada uma lavagem a 1200rpm durante 5 minutos. Apds a remocao do
sobrenadante foi adicionado meio ao pellet para resuspender as células. As células foram colocadas
em frascos de 75cm? e mantidas em cultura. As células que nao foram utilizadas nas experiéncias

foram congeladas a -802C em meio de cultura suplementado com DMSO a 5%.
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3.2 Tratamento com a Berberina

A preparacdo da berberina e a as concentracoes de berberina utilizadas neste estudo tiveram em
consideracao vdrios estudos onde foi avaliado o efeito da Berberina em linhas celulares do cancro da
prdstata, assim como em outras linhas celulares (30,50, 64, 69).

A berberina (TCI, Tokyo, Japan) foi dissolvidla em DMSO obtendo-se uma solucdo com uma
concentragao de 50mM (solucao stock). A partir desta solucao foram preparadas, também dissolvendo
em DMSO, solucdes diluidas a 1:10, com a concentracao final de 500nM, 5000nM, 50000nM,
500000nM e 5000000nM. No tratamento das células com berberina, garantiu-se que as solucoes de
berberina preparadas eram diluidas 1:100 em meio de cultura, testando-se assim as concentracoes de
5nM,50nM,500nM,5000nM,50000nM,500000nM. Desta forma, a concentracao final de DMSO por
poco foiigual para todas as concentragdes testadas (1%) de forma a nao ser prejudicial ao crescimento
celular. Como controlo foi preparada uma solucao de meio de cultura com uma concentracao de DMSO
a1% (v/v).

As células foram cultivadas com os respetivos meios em frasco de cultura 75cm? e quando atingida a
confluéncia foram tripsinizadas e posteriormente procedeu-se a contagem de células pelo método de
exclusao do azul de tripano. Este corante penetra nas células cuja membrana nao se encontra integra,
sendo estas excluidas da contagem. Foi preparada uma suspensao celular com este corante, tendo
sido posteriormente colocada no hemocitémetro para contagem de células.

De sequida, procedeu-se ao ajuste do volume do meio, de modo a se obter uma concentragao celular
final otimizada para cadalinha celular: 5 x 10* cél/ml para alinha celular LNCaP e 1x 10* cél/ml paraas
linhas celulares PC-3, PC-3 sh-scramble , PC-3 sh-SMYD3.

As células foram plaqueadas em placas 96 pocos, tendo sido adicionado 200uL de suspensao celular
a cada poco. Foram colocadas na estufa a 372C com atmosfera himida a 5% de CO; durante a noite
para permitir a adesao celular. Apés 24h, o meio foi removido e as células foram tratadas (dia 0) com
berberina com as diferentes concentracdes acima referidas.

De modo a avaliar a melhor dose de berberina para a realizagao dos estudos funcionais foi utilizado o
ensaio  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromide  (MTT)  (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany) para obtencao de metade do valor de inibicao mdxima (ICso, Half Maximal
Inhibitory Concentration), usando a regressao nao linear (67). 0 método MTT baseia-se no principio de
que a maioria das células vidveis tém uma atividade mitocondrial constante e, portanto, um aumento
ou diminuicao da atividade mitocondrial estd linearmente relacionado com o ndmero de células vidveis.
Assim sendo, a atividade mitocondrial das células é refletida pela conversao do sal de tetrazélio MTT
em cristais roxos (70, 71).

Este ensaio foi realizado 72 horas apds a adicao de berberina, tendo sido adicionado a cada poco

0,5mg/mL de MTT. Posteriormente as placas foram envolvidas em papel de aluminio e incubadas na
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estufa, durante 2 a 3 horas. Apds esse periodo, foi removido 0 MTT e foi adicionado 100uLde DMSO a
cada poco. Como controlo foi adicionado DMSO em 3 pocos sem células de forma a servirem como
brancos. De sequida foi realizada a leitura das placas num espectrofotdmetro (Synergy HTX BioSPX,
Drogenbos, Belgium) a um comprimento de onda de 540 nM com subtracao de background de 630nM
tendo sidoretirados, a cada valor, o valor dos brancos. O resultado para cada concentracao de berberina
é um valor médio obtido a partir dos valores encontrados em 3 culturas independentes, cada uma com
3 réplicas. Os valores médios foram utilizados para representacao grafica Abs=f(concentracao de
berberina).

Ap6s o cdlculo do ICsg, 0s valores obtidos foram utilizados nos restantes ensaios, tendo as células sido
expostas a duas concentrac6es de berberina diferentes: concentracao 1Cso determinada e o dobro
dessa concentracao (67).

No ensaio da viabilidade, proliferacao e apoptose celular as linhas celulares foram também tratadas 24
horas apds o plagueamento celular, como explicado anteriormente. Na Tabela 2 encontra-se registado
o n? de células utilizadas de cada linha celular para cada ensaio funcional e o tempo a que foi efetuado
cada ensaio apds a adicao de berberina. No ensaio da migracao celular, o tratamento com berberina
ocorreu apds a confluéncia total ter sido alcancada, tendo o ensaio decorrido até ao fecho do rasgo em,

pelo menos, uma das condicoes.

Tabela 2. Registo das condicdes em que formam realizados os ensaios funcionais: concentracdo de células por pogo de cada
linha celular para um dado ensaio; e altura a que foi realizado o ensaio apds adigdo de berberina.

Células Ensaio Tempo apds adicao
(n°células/mL) da berberina (horas)
5x104 Viabilidade celular 0,24,48,72
LNCaP 1x10° Proliferacao celular 72
3x10% Apoptose 72
1x104 Viabilidade celular 0,24,48,72
PC-3 5x10* Proliferacao celular 72
8x10° Apoptose 72

3.3 Avaliacao do efeito da berberina na viabilidade celular

A viahilidade celular foi avaliada as 0,24, 48 e 72 horas apds a adicao da berberina. através do ensaio
MTT, como descrito no ponto 3.2.

As células foram plagueadas, de acordo com a Tabela 2, e incubadas com berberina (dia 0) tendo sido

avaliada a viahilidade celular pelo ensaio MTT, como descrito no ponto 3.2. Apds aleitura das placas foi
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Densidade 6tica (OD) x nimero de células no dia 0
DO média no dia 0

calculado o nimero de células vidveis através da formula:

sendo os resultados representados graficamente como niimero de células vidveis =f (tempo) (67).

3.4 Avaliacao do efeito da berberina na proliferacao celular

0 efeito da berberina na proliferacao celular das linhas celulares do CP foi avaliado através do kit EdU
(Abbkine, China) tendo sido o protocolo otimizado por ajustes nos tempos de incubacao, quantidades
de solucdao provenientes do kit e concentracao celulares. O principio deste kit baseia-se na
incorporacao de um andalogo de um nucleosideo, o EdU (5-etinil-2'-desoxiuriddina) no DNA durante a
sintese ativa de DNA nao sendo necessario a desnaturacao do DNA. A detecao do EdU é efetuada
através de umareacao covalente entre uma azida e umalcino catalizada pelo cobre que origina um anel
trizol que apresenta uma coloracao verde (72).

Antes de efetuar o plaqueamento celular foi colocada uma lamela por po¢o numa placa de 12 pogos. De
seguida, as células foram cultivadas com uma concentracgao celular otimizada para cada linha celular
(Tabela 2) tendo sido adicionado a cada poco 1ml de suspencao celular. As placas foram incubadas na
estufaa 372C com atmosfera hiimida a 5% de CO>durante a noite para permitir a adesao celular. No dia
seguinte as células foram tratadas com berberina (dia 0).

Apds 72 horas do tratamento foi realizado o ensaio da proliferacao, de acordo com as instrucoes do
kit(72). Para tal foi preparada uma solucao EdU a 20uM a qual foi adicionada a cada poco para uma
concentracao final de EdU a 10pM. Apds 2 horas de incubacao a 37°C, procedeu-se a fixacao das
células, tendo sido removido o meio e adicionado 250uL/pogo de uma solugao aquosa de formaldeido
a 3,7% parafixacao, durante 15Sminutos a temperatura ambiente.

Ap6s afixacao, procedeu-se a lavagem das células com 250uL PBS com 3% Albumina Sérica Bovina
(BSA, do inglés Bovine Serum Albumin) (PBS/BSA) durante 5 minutos, repetindo-se este
procedimento por mais duas vezes. De sequida, apés remocao do tampao PBS/BSA, procedeu-se a
permeabilizacdo tendo sido adicionado 250uL/pogo de PBS com Triton X-100 a 0,5% para
permeabilizacao, durante 20 minutos a temperatura ambiente. Apds uma lavagem das células com
PBS/ BSA foi colocado 250u/poco de uma mistura de reacao extemporanea, a Click-iT (tampao de
reacao, reagente de cobre, azida AbFluor 488, agente de reducao e agua desionizada), tendo sido
incubada durante 30 minutos, protegida da luz, a temperatura ambiente.

Ap6s a incubacao com a mistura de reacao procedeu-se a uma nova lavagem com 250uL/poco
PBS/BSA. De sequida, procedeu-se a coloracao nuclear com uma solucao de DAPI (100uL) durante 1
hora a temperatura ambiente e protegido da luz. Apds este periodo foi removido o DAPI e colocou-se
250uL/pogo de PBS. Sem aremocao do PBS, as lamelas foram retiradas para laminas que continham

meio de montagem, colocado previamente. As laminas foram guardadas protegidas a 42C, até a sua
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leitura. A captacao de imagens microscdpicas das lamelas foi realizada com um microscdpio 6tico
invertido Zeiss Axio Imager Z1 (Carl Zeiss, Germany), recorrendo ao software axiovision 4.8. de
fluorescéncia.

Para realizar a quantificacao do sinal de fluorescéncia nuclear, as imagens capturadas foram tratadas
no programa Imagel Fiji, no canal verde, ajustando o brilho e contraste de cada imagem
individualmente. Posteriormente foi ajustado o threshold do controlo, mantendo-se igual para as
restantes condi¢cdes de forma a se quantificar apenas a marcacgao nuclear. Apds a quantificacao da
fluorescéncia, foi calculado o nimero de células utilizando o canal azul com o mesmo programa
efetuando-se a subtracao do background, ajuste do threshold e andlise de particulas. Para calcular a
fluorescéncia por nimero de células recorreu-se ao Excell. O valor de fluorescéncia para cada condicao
corresponde ao valor médio de fluorescéncia obtido a partir dos valores obtidos em 2 culturas
independentes, com 3 réplicas para cada condicao. Os resultados foram apresentados graficamente

de duas maneiras: fluorescéncia =f (condicao) e fluorescéncia/n? de células =f (condicao).

3.5 Avaliacao do efeito da berberina na resisténcia a apoptose

A avaliacao da apoptose em linhas celulares de CP foi efetuada 72 horas apds o tratamento com a
berberina com o kit APOPercentage™ (Biocolor Ltd., Belfast, Northern Ireland), tendo sido realizada
uma otimizacao prévia do protocolo ajustando a concentracao celular, quantidade Dye APOPercentage
na solugao de trabalho, quantidade tripsina e o periodo de incubacao da mesma.

O principio do kit baseia-se na utilizacdao de um corante rosa que é absorvido durante a cultura celular
in vitro por células em apoptose. Quando as células se encontram em apoptose, ocorre uma alteracao
daposicao interna da fosfatidilserina na membrana havendo uma captacao do corante para dentro das
células. Este corante nao € libertado das células, s6 em células necréticas, sendo especifico para
células apoptdticas (73).

Depois de efetuado o plaqueamento em placa de 24 pocos, de acordo com a Tabela 2, as células foram
tratadas com berberina. Para controlo positivo da técnica foram plaqueadas células de igual forma
apenas com meio de cultura, sem tratamento (controlo). Apds 72h, foi adicionado 300uL/pogo de
10mM H:0; a cada poco controlo. As placas foram colocadas na estufa a 372C, durante 1hora.

Apés 1hora, foi preparada a solucao de trabalho (15uL Dye + 500uL de meio de cultura por poco) tendo
sido retirado todo 0o meio dos pogos e adicionado 300uL/poco da solucao de trabalho, deixando na
incubadora entre 15 a 45 minutos. Durante este periodo foi observado ao microscépio o controlo
positivo para verificar o surgimento da coloracao rosa.

Assim que as células controlo revelam a coloracao rosa, foi retirada a solucao de trabalho de todos os
pocos procedendo-se a duas lavagens com PBS. Posteriormente, as células foramincubadas comuma

solucao de tripsina (100uL/poco),a 37°C durante 10 a20min, para ocorrer 0 destacamento das células.
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Assim que as células se destacaram, foi adicionado 200uL/poco de Dye Release e a placa foi colocada
a agitar durante 15 minutos. Seguidamente procedeu-se a transferéncia de 200uL de cada pogo para
pocos de uma placa de 96 pocos. As placas foram lidas no espectrofotémetro a uma absorvancia de

550nm com background subtraido a 620nm. Os niveis de apoptose foram calculados utilizando a

Densidade 6tica de Apoptose(OD)

formula: DO média do MTT de dia 3

sendo os resultados representados graficamente como nivel

de apoptose médio =f (condicao), normalizados para o controlo. O valor de absorvancia para cada
condicao corresponde a um valor médio que foi obtido a partir dos valores de 3 culturas independentes,

com 3 réplicas para cada condicao.

3.6 Avaliacao do efeito da berberina na migracao celular

A migracao celular foi avaliada através do ensaio Wound healing que tem como principio avaliar a
capacidade de as células migrarem em monocamada.

Depois de efetuado o plaqgueamento em placas de 6 pocos, de acordo com a Tabela 2, as células foram
tratadas com berberina. Apds atingida a confluéncia total de todos os pocos, foi retirado o meio e
lavadas as células com TmL de PBS. Apés descarte do PBS,foi realizado um rasgo na vertical em cada
poco utilizando uma ponta de micropipeta de 200uL. Este rasgo foi identificado com uma caneta por
detras da placa. Cada poco foi lavado de seqguida com 1mL de PBS.

Apés a remocao do PBS,cada poco foi fotografado, sendo considerado o tempo O (28). Por fim, foi
adicionado o tratamento 30uM de berberina paraa LNCaP e 60uM berberina para PC-3/PC-3 sh-sce
PC-3 sh-smyd3.Cada poco foifotografado utilizando um microscdpio ético invertido e o programa LAZ
EZ, em diferentes intervalos de tempo, até ao fecho do rasgo. Cada imagem foi trabalhada ajustando o
contraste, brilho e nitidez de forma a se obterem imagens nitidas. As dreas foram determinadas com

auxilio do programa Image J. Para realizar o cdlculo do racio de migracao foi utilizado o Excell

N areatO—dreat . <.
recorrendoa formulazwx 100 sendo os resultados representados graficamente como racio

de migracao =f (tempo) (28). No ensaio de migracao foram utilizados valores médios dos valores

obtidos em 3 culturas independentes, com 1réplicas para cada condicao.

3.7 Anadlise estatistica

Os dados foramtratados estatisticamente utilizando o software GraphPad 8 para o Windows® versao
10. Os resultados foram estimados usando o intervalo de confianca de 95% e o nivel de significancia
admitido foi de 0,05.

Para avaliar os resultados do ICso foi utilizado a correlacdo de Pearson's e o teste de pares combinado

de Wilcoxon.
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No ensaio de viabilidade e migracao celular, quando comparado os diferentes parametros para cada
linha individual, foi utilizado o testes Two-way ANOVA com o teste de mdiltipla comparacao Dunnett's.
No ensaio de proliferacao e apoptose, no mesmo ambito, foi utilizado o ensaio One-way ANOVA com o
teste de miltipla comparacao Dunnett's.

Para comparar duas linhas celulares ao mesmo tempo, com os mesmo parametros, foi utilizado o teste

Two-way ANOVA com o teste de multipla comparacao Sidak.

22



4. RESULTADOS

4.1 Efeito daberberina em linhas celulares do Carcinoma da Prostata

A primeira abordagem efetuada para avaliar o potencial efeito anti tumoral da berberina, foi estudar a
viabilidade de duas linhas celulares provenientes de cancros da préstata com um comportamento
bioldgico diferente quando expostas a diferentes concentragdes de berberina. Uma andlise da Figura 5
revela que a viabilidade celular de ambas as linhas celulares é dose dependente, isto é a viabilidade
celular diminui com o aumento da dose berberina, sendo a linha celular LNCaP mais suscetivel ao efeito
daberberina do que alinha celular PC-3. 0 valor ICso foi calculado a partir da curva de viabilidade celular
obtida para cada ensaio para uma dada linha celular de forma a se determinar as duas doses de

berberina a usar no estudo do seu efeito a nivel bioldgico nestas duas linhas celulares.

LNCaP PC-3
0.6 0.3-
1C50=30puM
0.4 IC50= 154M 0.21
la) fa)
(o] (e}
0.2 0.1-
OO T T 1 OO T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6
LOG([berberina]) uM LOG([berberina]) uM

Figura 5. Avdliagdo do efeito da dose de berberina na viabilidade das linhas celulares de cancro da préstata LNCaP e PC-3. A
viabilidade celular foi avdliada pelo ensaio MTT ds 72 horas apds o tratamento com a berberina. O valor de ICso foi calculado
a partir de cada curva relativa a um dado ensaio como indicado pela seta laranja.

Na Tabela 3 estao registados os valores de ICso encontrados para as duas linhas celulares em estudo.
Estes valores foram calculados a partir dos valores de ICso encontrados em trés ensaios independentes
para cada linha celular. Assim, as doses de berberina usadas para o estudo do seu efeito na viabilidade
e nas capacidades de proliferacao, resisténcia a apoptose e migracao de cadalinha celular foram o valor
ICso médio e o dobro do valor médio encontrado para cada linha celular, nomeadamente os valores 15
1M e 30uM para alinha celular LNCaP e 30 uM e 60uM para a linha celular PC-3 (Tabela 3). As doses
de berberina usadas para as linhas celulares PC-3 manipuladas geneticamente (PC-3 sh-sc e PC-3 sh-

smyd3) foram as mesmas doses do que as usadas para a linha celular PC-3.
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Tabela 3. Valores da concentragdo para obtengdo da metade do valor de inibicGo mdxima (ICso) relativos as linhas celulares
de cancro da prostata em estudo. Os valores ICso correspondem & média dos valores de ICso obtidos em 3 ensaios
independentes realizados para cada linha celular.

Modelo Linhas celulares Valor ICsp utilizado (uM) | Valor 2x ICs utilizado (uM)
LNCaP 15 30
Préstata
PC-3 30 60

4.1.1 Efeito daberberina na viabilidade celular
0 ensaio de viabilidade teve como objetivo avaliar o efeito da exposicao da berberina no nimero de
células vidveis ao longo do tempo (Figura 6). Na linha celular LNCaP (Figura 6), uma linha celular
representativa de um cancro da préstata em estado inicial, foi possivel verificar um aumento da
viabilidade celular ao longo do tempo. Contudo, quando esta linha celular é tratada com a berberina, nao
se assiste a um aumento da viabilidade celular (Figura 6). O efeito da berberina na viabilidade da linha
celular LNCaP é observado logo as 24 horas apds exposicao, observando a diferencas

estatisticamente significativas entre as linhas celulares tratadas e a nao tratada (p=0,313).

LNCaP PC-3
3x1044
#1077 -+ veiculo ~- veiculo
. = 30uM
3x1054 = 15uM 2x104-
s~ 30uM x4 4 60uUM

2x10°54
1x1044

1x1054

Numero de células viaveis
Nimero de células viaveis

T T T
T T T
oh 24h 48h 72h Oh 24h 48h 72h

Figura 6. Avdliacdio do efeito da berberina na viabilidade das linhas celulares LNCaP e PC-3 através do ensaio MTT. Foram
observadas diferencas estatisticamente significativas em ambas as linhas celulares tratadas com berberina versus com as
respetivas ndo tratadas (veiculo). * p<0,05; **** p<0,0001; a: veiculo vs 30uM b: veiculo vs 60uM. Dados apresentados com
meédia de 3 ensaios independentes + desvio padrdo.

As 48 e 72 horas, ap6s a exposicao a berberina, assistiu-se a um ndo aumento estatisticamente
significativo da viabilidade celular da linha celular LNCaP quer o tratamento seja efetuado com 15 ou
com 30 pM contrariamente ao observado na linha celular ndo tratada (p<0,0001). E de salientar que as
células tratadas com a dose mais alta de berberina, 30uM, foram as que exibiram uma perda
significativa de células vidveis as 72 horas.

Uma andlise da viabilidade celular da linha PC-3 (Figura 6), linha representativa de um cancro da

prdstata mais agressivo, ao longo do tempo, revela um decréscimo da viabilidade celular as 24 horas
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seguida de um aumento substancial no nimero de células vidveis ao longo do tempo, isto é,as 48 e 72
horas. O tratamento desta linha celular com berberina leva a um aumento da viabilidade ao longo do
tempo, embora este aumento seja menor do que o encontrado na linha celular nao tratada. Esta
diminuicao na viabilidade celular é muito maior quando a linha celular é tratada com a dose maior de
berberina, sendo as diferencas encontradas entre as linhas tratadas e a ndo tratada estatisticamente
significativas, principalmente as 72 horas (p=0,0004 para a dose de 30uM e p<0,0001 para a dose de
60uM) (Figura 6).

Estes resultados mostram que a berberina afeta negativamente o aumento da viabilidade celular da
linha celular PC-3 e que nao permite o aumento da viabilidade celular da linha LNCaP ao longo do

tempo, podendo até levar a uma diminuicao da viabilidade celular.

4.1.2 Efeito daberberina na proliferacao celular
A avaliacao do efeito da berberina na proliferacdo das linhas celulares LNCaP e PC-3 foi realizado 72
horas apds exposicao a berberina, através do kit EdU de fluorescéncia verde. Na Figura 7 estao

registadas imagens fotogrdficas representativas dos ensaios realizados para as duas linhas celulares.

y P

Veiculo 15uM 30uM

200 pm

Figura 7. Avdliacdo do efeito da berberina na proliferacdo celular das linhas celulares LNCaP e PC-3 as 72 horas apds
exposicdo, através do ensaio EdU Green Fluorescence. As imagens foram obtidas através da captura de imagens com
microscdpio 6tico invertido Zeiss Axio Imager Z1 com a objetiva 10x e posterior ajuste de britho e contraste. Seta sélida—
célulos com morfologia normal em proliferagdo nuclear visivel; Seta ponteada- célulos mais pequenas de contetido com
intensidade fluorescente homogéneo.
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Uma anadlise a Figura 7 revela que a marcacao de fluorescéncia verde ndo estd presente apenas no
ndcleo, facto que nao era esperado, uma vez que o composto utilizado, EdU, é um analogo do
nucleosideo timidina e é incorporado no DNA aquando da sintese de novo DNA. Uma analise mais
minuciosa permite detetar uma marcacao nuclear notdria em varias células, como demonstrado pelas
setas a branco sdlido, em que se observa diversos “pontos” verdes no ntcleo demonstrando que a
célula se encontra em estado proliferativo ocorrendo varias mitoses. De modo a se obter apenas a
marcagao nuclear para a quantificacao da fluorescéncia nuclear, recorreu-se ao programa ImageJ Fiji
e as ferramentas disponiveis do mesmo, ajustando-se o brilho e contraste assim como threshold
(Figura 8A).

Depois de obtida a marcacao nuclear quantificou-se a fluorescéncia assim como o nimero de células,

utilizando-se para o efeito o programa Image) (Figura 8B).
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Figura 8. Avaliacdo do efeito da berberina na proliferacdo celular das linhas celulares LNCaP e PC-3 através do ensaio EdU
Green Fluarescence. A: imagens obtidas através da captura de imagens com microscdpio dtico invertido Zeiss Axio Imager
Z1com aobjetiva 10x e posterior ajuste com o threshold. B: quantificacdo de fluorescéncia e fluorescéncia/n? de células para
cadalinha celular. Foram observadas diferengas estatisticamente significativas em ambas as linhas celulares tratadas com
berberina versus com as respetivas ndo tratadas (veiculo). * p<0,05; **p<0,01; ****p<0,007; Dados apresentados com média
de 2 ensaios independentes + desvio padrdo.

Uma andlise das imagens obtidas (Figura 8A) permitiu observar uma diminui¢ao da fluorescéncia nas
células tratadas quando comparadas com as nao tratadas (controlo) em ambas as linhas celulares.
Relativamente a linha celular LNCaP verificou-se uma diminuicao da fluorescéncia apds o tratamento
com berberina, sendo este efeito mais notdrio no tratamento com a dose mais alta (30puM). Na linha
celular PC-3 o efeito da berberina na proliferacao nao foi tao notdrio, as células tratadas parecem exibir

menor fluorescéncia comparativamente as células nao tratadas (controlo) (Figura 8A), assim como foi
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possivel observar uma ligeira diminuicao do nimero de células por poco nas células tratadas em
comparacao com as células nao tratadas (Figura 8A).

Aguando da quantificacao de fluorescéncia (Figura 8B) foi possivel corroborar a andlise das imagens
capturadas uma vez que se verificou, na LNCaP, diferencas estatisticamente significativas entre
células tratadas com veiculo verificando-se uma menor intensidade de fluorescéncia nas células
tratadas com maior dose (Figura 8B). Na linha PC-3 também se observa pequenas diferencas de
intensidade de fluorescéncia, sendo estatisticamente significativas, entre as linhas celulares tratadas
com berberina e arespetiva linha celular ndo tratada (controlo).

Apds a quantificacao do nimero de células foi calculado o valor de intensidade de fluorescéncia por
nimero de células (Figura 8B).Nalinha LNCaP assiste-se aum aumento estatisticamente significativo
de fluorescéncia/n? células nas células tratadas com a dose mais alta de berberina quando comparado
com o valor obtido para as células nao tratadas. Para a linha celular PC-3 foi obtido um resultado
semelhante onde se assiste aum aumento de fluorescéncia/n? células nas células tratadas com60uM
quando comparado com o valor encontrado para as células ndo tratadas.

Em ambas as linhas celulares, é possivel verificar, através da andlise de imagem (Figura 8A) assim
como da quantificacao (Figura 8B), que a berberina tem efeito negativo na proliferacao celular. Este
efeito negativo é estatisticamente significativo quando as células sao tratadas com a dose mais alta de

berberina.

4.1.3 Efeito da berberina na apoptose celular
A avaliacao do efeito da berberina na apoptose das linhas celulares LNCaP e PC-3 foi realizado 72

horas ap6s exposicao a berberina, através do kit APOPercentage™, onde as células apoptdticas

apresentam coloracao, a qual foi quantificada para obtencao dos niveis de apoptose (73). Estes niveis
de apoptose permitem perceber se a berberina tém ou nao efeito na morte celular.

Uma andlise aosresultados obtidos que se encontram representados graficamente na Figura 9, mostra
que a berberina aumenta os niveis de apoptose, sendo este aumento dose dependente para ambas as
duas linhas celulares. O aumento dos niveis de apoptose é particularmente notdrio e estatiscamente
significativo quando o tratamento com berberina é realizado na linha celular LNCaP (p<0,0001),
principalmente para o tratamento com a dose mais alta. Contrariamente, o tratamento da linha celular

PC-3 com berberina causa um ligeiro aumento nos niveis de apoptose dose dependente, contudo estes

valores nao sao estatisticamente significativos (Figura 9).
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Figura 9. Avdliagéio do efeito da berberina na apoptose celular das linhas celulares LNCaP e PC-3, 72 horas apds exposicdo,
através do ensaio APOPercentage. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas na linha LNCaP tratada
com berberina versus com arespetiva linha celular ndo tratada (veiculo). **** p<0,0001. Dados apresentados com média de
2 ensuaios independentes + desvio padréo.

4.1.4 Efeito da berbeirna na migracgao celular

De modo a ser efetuado uma estimativa do efeito da berberina na prevencao/tratamento de
metdstases no cancro da préstata foi utilizado o ensaio de migracao celular onde é realizado um rasgo
na cultura celular, utilizando uma ponta de uma micropipeta, e, depois, é realizada uma monitorizacao
microscdpica e registado o tempo que demorou as células a “cobrirem” esse rasgo na totalidade (55).
Durante o ensaio foram capturadas imagens que foram tratadas individualmente (Figura 10),
recorrendo ao programa ImageJ, para analisar/quantificar a dreainicial de cadarasgo e aarea aolongo
do periodo estudado de modo a efetuar o calculo da taxa de migracao (Figura 11).

Observando a Figura 10 foi possivel constatar que as células LNCaP tratadas apresentavam uma
migracao mais lenta comparativamente a migracao das células nao tratadas. A linha celular PC-3 nao
tratada apresentou uma migracao mais rdpida comparativamente a migracao da linha celular LNCaP
ndo tratada, resultado que corrobora com a proveniéncia da linha celular PC-3, isto é, foi realizada a
partir de um tumor de maior agressividade (Figura 10) (28). Apesar de nao muito evidente, observou-
se uma migrac¢ao celular mais lenta das células PC-3 tratadas com berberina em comparagao com a
migracao das células nao tratadas (Figura 10).

Os niveis de rdcio de migracao, em ambas as linhas celulares, aumentaram ao longo do tempo,
principalmente para as células nao tratadas (Figura 11). O tratamento da linha LNCaP com berberina
levou a que o racio de migracao dessas células seja muito baixo comparativamente ao encontrado para
as células n3o tratadas, sendo estas diferencas de migracao estatisticamente significativas (p<0,05)
48 horas ap6s o tratamento com a berberina (Figura 11). O tratamento da linha celular PC-3 com
berberina afeta ligeiramente a migracao celular quando comparada com a migracao observada pelas

células PC-3 nao tratadas, sendo estas diferencas evidentes a partir das 24 horas apds exposicao a
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berberina. Contudo, as diferencas encontradas no rdcio de migracao entre as células tratadas com
berberina e as nao tratadas ndo sao estatisticamente significativas.
Observou-se tamhém uma maior migracao das células tratadas em PC-3 em comparacao com a

LNCaP, como observado na Figura 11.

PC-3

LNCaP

Figura 10. Efeito da berberina na migracdo celular na LNCaP e PC-3. As imagens foram fotografadas com o microscdpio
Gtico invertido utilizando o programa LAZ EZ. As linhas escuras sdo representacdio da drea inicial do rasgo.
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Figura 11. Efeito da berberina na migracéo celular na LNCaP e PC-3. Foram observadas diferencas significativas na linha

celular LNCaP, apds 48 horas de exposicdo @ berberina. **: p<0,01. Dados apresentados com média de 3 ensaios
independentes + desvio padrdo.

4.2 Efeito da berberina dependente / independente de SMYD3

De modo a testar a hipdtese de que o efeito da berberina é mediado via SMYD3, foram utilizadas duas
linhas celulares manipuladas geneticamente, uma com a expressao da SMYD3 silenciada (PC-3 sh-
smyd3) enquanto a outra tem apenas o mesmo construto que a linha celular silenciada, ndo sendo a
expressao da SMYD3 afetada (PC-3 sh-sc; controlo).

A primeira abordagem efetuada foi averiguar se a linha celular manipulada geneticamente controlo
(PC-3 sh-sc) tem um comportamento semelhante a linha celular de origem (PC-3) com e sem
tratamento a berberina. Para tal foram realizados estudos de viabilidade celular, proliferacao celular,
apoptose e migracao celular com estas duas linhas celulares (PC-3 sh-sc versus PC-3)

Por observacao da Figura 12 foi possivel verificar que em ambas as linhas celulares houve uma
diminuicao do ndmero de células vidveis nas primeiras 24 horas, havendo diferencas estatisticamente
significativas entre os veiculos de ambas as linhas celulares (p<0,0001). Nessa altura (24 horas),
também se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre as linhas celulares (PC-3 e PC-

3 sh-sc) quando sao tratadas com berberina com 30uM ou 60uM (p<0,01) (Figura 12).
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Figura 12. Avdliagdo do efeito da berberina na viabilidade das linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc através do ensaio MTT.
Foram observadas diferencas estatisticamente significativas em ambas as linhas celulares tratadas com berberina versus
com as respetivas néo tratada (veiculo). a: veiculo PC-3 vs veiculo PC-3 sh-sc; b: 30uM PC-3 vs 30uM PC-3 sh-sc; ¢: 60uM
PC-3 vs 30uM PC-3 sh-sc. Dados apresentados com média de 3 ensaios independentes + desvio padrdo.
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A partir das 24 horas de exposicao a berberina, assistiu-se a um aumento do nimero de células vidveis
em ambas as linhas celulares, quer estas fossem ou nao tratadas com berberina. De referir que ambas
as linhas celulares apresentaram um comportamento semelhante as 72 horas, existindo apenas uma
diferenca estatisticamente significativa (p=0,0003) entre as linhas celulares tratadas com a menor
dose de berberina (30uM PC-3 versus 30uM PC-3 sh-sc). Foi possivel verificar o efeito da berberina
na viabilidade celular em ambas as linhas celulares, levando a uma diminui¢ao do nimero de células
vidveis nas linhas celulares tratadas quando comparada com o veiculo. O efeito da berberina
demonstrou ser mais eficaz na diminuicao do aumento da viabilidade celular por exposicao da dose
mais alta.

Relativamente a proliferacdo celular (Figura 13A), assistiu-se, para ambas as linhas celulares (PC-3 e
PC-3 sh-sc), uma ligeira diminuicdo da fluorescéncia das células tratadas com berberina em
comparacao com as células nao tratadas, sendo esta diferenca mais evidente nas células tratadas com
adose mais alta de berberina. Em ambas as linhas celulares, foi observado também uma diminuicao do
nimero de células nos pocos de células tratadas em comparagao com as células controlo. Nao se
observaram diferencas de intensidade de fluorescéncia nem no nimero de células entre as linhas
celulares PC-3 e PC-3 sh-sc (Figura 13B).
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Figura 13. Avdliacdio do efeito da berberina na proliferacdo celular das linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc através do ensaio
EdU Green Fluorescence. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas em ambas as linhas celulares
tratadas com berberina versus com as respetivas ndo tratada (veiculo). a: veiculo PC-3 vs veiculo PC-3 sh-sc; b: 30uM PC-
3 vs 30uM PC-3 sh-sc; c: 60uM PC-3 vs 30uM PC-3 sh-sc. Dados apresentados com média de 2 ensaios independentes +
desvio padrdo.

Apds quantificacao de fluorescéncia (Figura 13B) foi possivel corroborar o que foi observado na Figura
13A, havendo uma diminuicdo de fluorescéncia a medida que ha um aumento da concentracao de
berberina comparando com o veiculo, ndao havendo diferencas estatisticamente significativas entre as

linhas celulares.
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Pela representacao cdlculo fluorescéncia/n® células verificou-se uma diminuicdo ligeira na
intensidade das células nao tratadas das linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sh, embora nao seja
estatisticamente significativa, havendo um comportamento semelhante entre as células as linhas
celulares tradas e nao tratadas, isto é, apresentaram uma proliferacao semelhante (Figuras 13A e 13B).
Relativamente aos niveis de apoptose encontrados para ambas as linhas celulares, verificou-se um
aumento dos niveis de apoptose dose dependente, embora nao se tenham encontrado diferencas
estatisticamente significativas entre os valores encontrados para as células das linhas celulares

tratadas e as linhas celulares ndo tratadas (Figura 14).
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Figura 14. Avdliacdo do efeito da berberina na apoptose celular das linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc através do ensaio
APOPercentage. Dados apresentados com média de 3 ensaios independentes + desvio padrdo.

Comparando os controlos de ambas as linhas celulares houve um ligeiro aumento dos niveis de
apoptose da linha celular PC-3 sh-sc comparativamente a PC-3, mas esta diferenca nao é
estatisticamente significativa (Figura 14). Fenémeno similar ocorreu, quando ambas as linhas celulares
foram tratadas com uma dose 30uM de berberina (Figura 14). De salientar que se observou um
aumento dos niveis de apoptose a medida que houve um aumento da concentracdo da berbering,
sendo mais elevados nas células tratadas com 60uM. Os niveis de apoptose foram muito semelhantes
em ambas as linhas celulares tratadas com 60 uM.

Relativamente ao ensaio de migracao celular efetuado com as linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc
tratadas com 60 uM de berberina ou nao tratadas (Figura 15), verificou-se que as 32 horas a linha
celular manipulada geneticamente (PC-3 sh-sc) nao tratada “fechou a ferida”, o que significa que

atingiu uma migracao completa as 32 horas (Figura 15).
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Figura 15. Avdliagdio do efeito da berberina na migracdo celular das linhas celulares PC3- e PC-3 sh-sc através do ensaio de
migracdo celular. Dados apresentados com média de 3 ensaios independentes + desvio padrdo.

0 racio de migracao relativo ao controlo, em ambas as linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc, aumentou
aolongo do tempo, nao existindo diferencas estatisticamente significativas entre estas linhas celulares
nao tratadas (PC-3 e PC-3 sh-sc) (Figura 15). 0 mesmo se verificou quando essas linhas celulares
foram tratadas comberberina, isto é nao ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre os
rdcios de migracao das linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc tratadas com berberina. De referir que o
rdcio de migracao das linhas celulares tratadas com a berberina é menor ao encontrado nas mesmas
linhas celulares nao tratadas ao longo do tempo.

Os estudos funcionais apresentados revelaram que a linha de controlo PC-3 sh-sc apresenta um
comportamento semelhante ao da linha PC-3, tendo a berberina demonstrado ter efeito em ambas as
linhas celulares, pelo que foi possivel proceder aos estudos funcionais com as linhas celulares PC-3 sh-
sc e PC-3 sh-smyd3 para se averiguar se o efeito da Berberina é via SMYD3.

Relativamente ao efeito da berberina na viabilidade das linhas celulares PC-3 sh-sc e PC-3 sh-smyd3
(Figura 16), verificou-se que o tratamento com a berberina afeta negativamente a viabilidade celular
uma vez que as 72 horas de exposicao de berberina o nimero de células vidveis nas culturas das linhas
celulares nao tratadas é muito superior ao encontrado nas culturas das respetivas linhas celulares

tratadas, sendo as diferencas estatisticamente significativas (Figura 16).
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Figura 16. Avadliacdo do efeito da berberina na viabilidade das linhas celulares PC-3 sh-sc e PC-3 sh-smyd3 através
do ensaio MTT. Foram observadas diferencas estatisticamente significativas em ambas as linhas celulares tratadas
com berberina versus as respetivas linhas celulares ndo tratadas (veiculo). b 24h: p<0,05 30uM PC-3 sh-sc vs 30uM
PC-3;b48: p<0,0001 30uM PC-3 sh-sc vs 30uM PC-3; c: 48h: p<0,01 60uM PC-3 sh-sc vs 60uM PC-3 sh-smyd3.

De salientar que ndo sao ohservadas diferencas estatisticamente significativas entre as duas linhas
celulares apds 72 horas de exposicao a berberina em qualquer uma das doses estudadas (Figura 16),
resultado indicativo que o efeito da berberina observado na viabilidade celular nao depende da SMYD3.
Apds se verificar que a berberina tinha efeito em ambas as linhas celulares e que o comportamento da
linha celular que expressa SMYD3 é idéntico ao da linha celular silenciada avaliou-se se o

silenciamento da SMYD3 influéncia o efeito da berberina na proliferacao celular (Figura 17).
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Figura 17. Avdliacdo do efeito da berberina na proliferacdo celular das linhas celulares PC-3 sh-sc e PC-3 sh-smyd3 através
do ensaio EdU Green Fluorescence. A: imagens obtidas através da captura de imagens com microscopio dtico invertido Zeiss
Axio Imager Z1 com a objetiva 10x e posterior ajuste com o threshold. B: guantificacdo de fluorescéncia e fluorescéncia/n® de
células para cada linha celular. Dados apresentados com média de 3 ensaios independentes + desvio padréo.
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Ambas as linhas celulares, a que expressa SMYD3 e a silenciada, demonstraram uma intensidade de
fluorescéncia muito idéntica entre elas, quer sejam tratadas com berberina quer nao sejam tratadas
(Figura 17A) havendo uma diminuicdo da intensidade da fluorescéncia nas células tratadas em
comparacao com as células nao tratadas, sendo esta diferenca de intensidades mais evidente nas
células tratadas com a dose mais alta de berberina (Figura 17A). As células tratadas com 60uM de
berberina foram as que apresentaram menor intensidade de fluorescéncia em ambas as linhas
celulares. Observou-se também um menor ndmero de células nas culturas das linhas celulares
tratadas com berberina comparativamente ao observado nas culturas das linhas celulares controlo.
Apds a quantificacao de fluorescéncia (Figura 17B) foi possivel confirmar a diminuicao da intensidade
de fluorescéncia em ambas as linhas celulares, principalmente quando foram tratadas com 60uM de
berberina, nao havendo diferencas estatisticamente significativas entre a linha celular silenciada e a
que expressa SMYD3. Posteriormente foi avaliada a intensidade de fluorescéncia por nimero de
células observando-se uma tendéncia contrdria, isto é, as linhas celulares tratadas apresentaram um
aumento da intensidade de fluorescéncia por nimero de células a medida que a concentracao de
berberina aumentava quando comparadas com os respetivos controlos (Figura 17B). Ambas as linhas
apresentaram comportamentos muito idénticos entre si, quer fossem expostas ou ndo a bherbering,
resultado indicativo que o efeito da berberina na proliferacao celular ndo depende da expressao da
SMYD3.

De forma avaliar se o silenciamento da SMYD3 influéncia o efeito da berberinanaindugao da apoptose,
foram comparados os niveis de apoptose entre a linha celular que expressa SMYD3 (PC-3 sh-sc) e a

linha celular silenciada (PC-3 sh-smyd3) 72 horas apds a exposicao a berberina (Figura 18).
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Figura 18. Avaliacdo do efeito da berberina na apoptose celular das linhas celulares PC-3 sh-sc e PC-3 sh-smyd3 através
do ensaio APOPercentage. Dados apresentados com média de 3 ensaios independentes + desvio padrio

Uma anadlise a Figura 18 mostra que a berberina leva a um ligeiro aumento ndo estatisticamente

significativo dos niveis de apoptose em ambas as linhas celulares, sendo este mais elevado nas
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culturas tratadas com a dose mais alta, quando comparado com os niveis observados nas linhas
celulares nao tratadas. Nas linhas celulares controlo assistiu-se a um ligeiro aumento dos niveis de
apoptose na linha celular silenciada em comparacao com a linha que expressa SMYD3, embora, este
aumento nao seja estatisticamente significativo.

Os niveis de apoptose observado nas células tratadas com 30uM de berberina foramligeiramente mais
altos do que nas células PC-3 sh-sc, aumento este que nao foi significativo. Nas células tratadas com
60uM, os niveis de apoptose em ambas as linhas sao idénticas nao havendo diferencas. Este resultado
é indicativo que a berberina tem um efeito na apoptose celular uma vez que as linhas tratadas
apresentaram niveis de apoptose mais altos, nomeadamente quando tratadas com a dose mais alta,
contudo este efeito nao depende da expressao da SMYD3.

Por fim, para avaliar se o efeito da berberina na migracao celular era dependente ou ndo da expressao
de SMYD3 comparou-se o rdcio de migracao celular da PC-3 sh-sc e da PC-3 sh-smyd3 quando

tratadas com berberina (Figura 19).
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Figura 19. Efeito da berberina na migracdo celular na PC-3 sh-sc e PC-3 sh-smyd3. Dados apresentados com média de 3
ensaios independentes + desvio padrdo.

Ao analisar a Figura 19 verificou-se que os controlos de ambas as linhas celulares, PC-3 sh-sc e PC-3
sh-smyd3, apresentaram rdcio de migracao semelhantes, nao havendo diferencas estatisticamente
significativas nos tempos de exposicao analisados, embora ocorra um aumento ao longo do tempo.
Verificou-se que as células tratadas com berberina apresentaram um racio de migracao mais baixo
quando comparadas com o respetivo controlo, o que indica que a berberina tem efeito na migracao
celular, sendo mais evidente na concentracao 60uM (Figura 19). Para além disso ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas entre as linhas celulares tratadas com uma dada dose,
apresentando um comportamento idéntico entre si. Este resultado indica que o efeito da berberina na

migracao celular nao depende da expressao da SMYD3
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5. DISCUSSAO

O cancro da prostata é uma doenca maligna, a sequnda mais frequente entre homens, sendo a sua
prevaléncia ainda elevada nos dias de hoje (13). Grande parte dos tumores relatados apds tratamento
com TPA tornam-se resistentes a castracao, levando a morte do individuo (9, 22, 39, 74). Existe uma
grande necessidade da descoberta de novas terapias, mais conhecimento e uma melhor compreensao
sobre os mecanismos e vias intervenientes na progressao e disseminacdo do cancro de modo a
descobrir fdrmacos capazes de atuar nessas vias (47,53,59, 75).

Alguns estudos tém demonstrado que a berberina tem efeito no cancro da préstata, causando a
inducao da apoptose, afetando negativamente a viahilidade das células, inibindo a proliferacao celular,
entre outras (61,62, 64).

Uma vez que a SMYD3 tem um nivel de expressao elevado em CPRC (28) e a berberina tem algum
efeito narequlacao da expressao da SMYD3 em células de mieloma muiltiplo (30), este estudo teve por
base avaliar se o efeito da berberina no modelo de cancro da prdstata é mediado via a requlacao da
expressao/atividade da SMYD3.

Neste estudo foram utilizadas duas linhas celulares: uma representativa de um cancro dependente de
androgénio em estado inicial, LNCaP, e uma outra linha representativa de um cancro independente de
androgénios em estado mais agressivo, PC-3, tendo ainda sido usadas duas linhas celulares,
provenientes da PC-3, manipuladas geneticamente para uma delas nao expressar a SMYD3.

De modo a ser utilizada uma concentracao de berberina nao téxica para as células em cultura foram
calculados os valores de ICso, estando estes valores dentro do intervalo de valores calculados e
utilizados em outros estudos (30, 50, 64, 69). Como esperado, o valor de 1Cspda linha celular PC-3 foi
superior (2x) ao da linha celular LNCaP, uma vez que a linha celular PC-3 representa uma linha
independente de androgénios, sendo necessdrio uma maior concentracao de berberina para inibir
metade das células em cultura, dado se tratar de uma representacao de um cancro mais agressivo, fato
que estd de acordo também com estudos anteriormente realizados (64).

Inicialmente foi avaliado o efeito da berberina na viabilidade celular das linhas celulares LNCaP e PC-3,
tendo sido demonstrado que a berberina causa uma diminuicao do nimero de células vidveis as 72
horas em ambas as linhas celulares, resultado que estd de acordo com estudos anteriormente
realizados em que aberberina demonstrou também ter efeito na viabilidade celular (55, 64). Emrelacao
a linha celular LNCaP, a berberina demonstra ter efeito na diminuicao do ndmero de células havendo
diferencas estatisticamente significativas entre o controlo e as células tratadas apds 48 e 72 horas de
tratamento com a berberina, sendo mais eficaz na dose mais alta.

Relativamente ao efeito da berberina na viabilidade celular da linha celular PC-3 foi constatado um
decréscimo no nimero de células vidveis as 24 horas apds o tratamento com berberina, decréscimo

este que nao foi ocorreu na linha celular LNCaP. Esta diminuicao pode ser devido ao facto de as
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concentracoes de berberina utilizadas nesta linha celular serem maiores e, devido a berberina ser
dissolvida em DMSO, ter influenciado o comportamento das células uma vez que o DMSO pode ser
téxico (76). Apesar de ter ocorrido uma diminuicdo no ndmero de células vidveis a este tempo, ha um
aumento do ndmero de células vidveis ao longo do tempo, o que demonstra que a berberina e o DMSO
nao foram téxicos para as células. De referir que o efeito da berberina na viabilidade celular é muito
pronunciado as 72 horas de exposicao berberina em dose mais alta, em ambas as linhas celulares,
LNCaP e PC-3.

A avaliacao do efeito da berberina na proliferacao celular foi realizada por um kit que marca as células
em proliferacao com fluorescéncia nuclear. A marcacao fluorescente observada nas imagens
capturadas (Figura 7) estava presente em toda a célula, resultado que nao era esperado, uma vez que
este kit utiliza um analogo do nucleosideo timidina, o Edu, que incorpora no DNA aquando da sintese de
novo DNA. Este kit foi escolhido por ser uma inovacgao ao ensaio BrdU pois este ensaio nao precisa que
ocorra a desnaturacao do DNA para a detecao da incorporacao do nucleosideo, além da sua detecao
ser mais rdpida (ocorre em 30 minutos). Apesar disso, a observacao das imagens com pormenor
permitiu verificar uma marcacao nuclear e a presenca de mitoses, como identificado com as setas
sélidas (Figura 7). De forma a se obter uma marcacao mais especifica dos nticleos corados foi utilizada
a ferramenta threshold, do Image) Fiji (Figura 8). Através dessas imagens tratadas (Figura 8) foi
possivel verificar o efeito da berberina na proliferacao celular, assistindo-se a uma diminuicao da
intensidade da fluorescénciadas células tratadas quando comparadas com aintensidade emitida pelas
células nao tratadas, sendo o efeito mais evidente nas células das linhas LNCaP e PC-3 tratadas com a
dose de berberina de 30uM e 60uM respetivamente.

Os valores da quantificacao da intensidade de fluorescéncia por nimero de células parecem ser
contraditdrios com o observado, uma vez que as células tratadas com maior concentracao berberina
apresentavam valores mais altos. Apesar de se ter verificado uma diminuicao no nimero de células
tratadas a medida que se usa doses mais altas de berberina comparativamente ao ndmero de células
nao tratadas (controlo) observaram-se também a presenca de células com uma emissdao de
fluorescéncia maior, identificadas por setas tracejado (Figura 7). Estas células apresentavam uma
morfologia diferente das células identificadas com setas sélidas.

As células identificadas com setas sdlidas apresentavam uma morfologia coincidente com a
morfologia normal das células, tanto as células da linha PC-3 como as da linha LNCaP, uma forma
estrelada e espalhada, sendo que as células LNCaP, usualmente, crescem agrupadas, como observado
na Figura 7. Foi possivel também verificar nessas células, o nticleo e as mitoses que estavama ocorrer.
Ja as células identificadas com setas ponteadas apresentavam uma forma “oval”, forma esta que nao
é a forma normal das células das linhas celulares em estudo, nao se observando o ntcleo nem a

presenca de mitoses, mas apenas uma emissao grande e homogénea de fluorescéncia em toda a

38



células, ocorrendo este tipo celular emmaior nimero nas células tratadas com concentracao dose mais
alta de berberina.

O facto de células apresentarem esta morfologia oval com umaintensidade de fluorescéncia elevada e
homogénea por toda a célula fez com que, aquando utilizacao do threshold para a quantificacao de
fluorescéncia/n® de células, os valores fossem mais elevados na concentracao mais alta de berberina,
uma vez que foi nessa condicao que se verificou um maior nimero de células com este tipo de
morfologia.

Estas células, comuma morfologia oval identificadas com setas ponteadas, poderao ser células que se
destacaram, uma vez que o ensaio foi realizado ao 32 dia apds tratamento, ou células que estejam
numa fase inicial de apoptose. Esta diferenca de morfologia ja tinha sido visualizada por um estudo de
Yang et al em que foi avaliado o efeito da berberina em células de fibroblastos embriondrios de ratos,
tendo sido observado células em apoptose induzida pela berberina. Essas células em apoptose
apresentavam uma mudanca na sua morfologia, de uma forma estrelada para uma forma oval, o que
estd de acordo com o que foi observado neste estudo (77). Para além disso, através dos resultados
obtidos com o ensaio de apoptose, para ambas a linhas celulares LNCaP e PC-3, verificou-se um
aumento dos niveis de apoptose nas células tratadas com a dose de berberina mais alta
comparativamente as células nao tratadas (controlo) (Figura 9), facto indicativo que as células
observadas com morfologia oval sao células que se encontram numa fase inicial de apoptose. Esta
morfologia celular e os valores contraditdrios aquando da quantificacao de fluorescéncia/n® de células
foirecorrente nas outras linhas celulares em estudo.

Contudo, foi possivel verificar o efeito da berberina na proliferacao celular, assistindo-se a uma
diminui¢ao tanto do numero de células como daintensidade de fluorescéncia nas células tratadas com
berberina quando comparadas com os valores obtidos para as células nao tratadas.

Devido ao ensaio de proliferacao utilizado nao ser encontrado na literatura como um ensaio
comumente utilizado, seria interessante realizar um outro ensaio, como o ensaio BrdU, comumente
utilizado, para averiguar se o padrao morfoldgico e coloragao celular é semelhante e, assim validar este
método que tem a vantagem de ser mais rdpido (78).

Apds se verificar que a berberina tinha efeito na proliferacao celular foi avaliado o seu efeito na
apoptose. Estudos anteriores mostram que a berberina induz a apoptose (62, 64). Este efeito é
comprovado por este estudo, pois as células da linha celular LNCaP quando tratadas com berberina
mostraram niveis de apoptose mais elevados comparativamente aos valores obtidos para as células
nao tratadas, sendo essas diferencas estatisticamente significativas, sendo os niveis de apoptose
mais altos para as células tratadas com a dose mais alta.

Na linha celular PC-3 foi observado o mesmo efeito ao observado na linha LNCaP: um aumento dos

niveis de apoptose a medida que se usa doses mais altas de berberina. Apesar de as doses utilizadas
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nesta linha celular serem mais altas comparativamente as usadas na linha LNCaP, trata-se de uma
linha representativa de um CPRC, mais agressivo, nao se verificando niveis de apoptose tao altos como
os encontrados na linha celular LNCaP. Contudo, observa-se que ambas as concentragoes de berberina
tém efeito na apotose celular sendo mais eficaz a dose mais alta, 60uM, quando comparada com a
obtida para a dose 30uM e para as células controlo. Em ambas as linhas celulares, LNCaP e PC-3, a
berberina demonstrou ter um efeito na apoptose celular sendo maiores os seus niveis quando se usaa
concentracao mais alta em ambas as linhas celulares tendo sido este efeito demonstrado em outros
estudos (63).

De forma a avaliar o potencial efeito da berberina como ferramenta para o tratamento ou retardo de
metdstases, foi realizado o ensaio de migracao celular. O racio de migracao celular observado em
células LNCaP tratadas com berberina é inferior comparativamente ao observado nas células controlo,
principalmente as 48 horas onde se encontram diferencas estatisticamente significativas. E de referir
que esse efeito da berberina na inibi¢cao da migracao celular é visivel desde as 12 horas de tratamento.
Relativamente ao efeito da berberina na linha PC-3 existe uma diminuicao do racio de migracao nas
células tratadas quando comparadas com o valor encontrado para as células controlo a partir das 24
horas de tratamento, contudo, as diferencas encontradas nao sao estatisticamente significativas. De
referir que hd um aumento gradual do racio de migracao celular nas células tratadas, assim como no
controlo ao longo do tempo. Outros estudos, em linhas celulares de CP e outras, demonstraram
diferencas significativas namigracao celular entre as células controlo e células tratadas com diferentes
doses de berberina, confirmando a capacidade da berberina de inibir a migracao celular, principalmente
em concentracdes elevadas (55, 79).

Uma vez que se verificou que a berberina, nas doses utilizadas, demonstrou ter efeito na viabilidade,
proliferacao, apoptose e migracao celular foi avaliar-se oimpacto da expressao ou ausénciade SMYD3
nos efeitos da berberina nas linhas celulares de CP em estudo. Para tal, foram usadas duas linhas
celulares, uma que expressa SMYD3 e outra que ndo expressa a SMYD3, a PC-3 sh-smyd3.

Uma vez que a linha PC-3 sh-smyd3 foi uma linha obtida por manipulacao genética da PC-3, foi
utilizado uma linha celular de controlo interno, a PC-3 sh-sc, também obtida por manipulagao genética
em que ha expressao de SMYD3, comprovado através de Western Blot e RNA em um outro estudo
prévio (28).

Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular das linhas PC-3 e PC-3 sh-sc onde foi possivel verificar o
efeito da berberina na diminuicao do ndmero de células as 72h, registando-se uma diferenca
estatisticamente significativa entre as linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc quando tratadas com 30uM
de berberina. Apesar de existir esta diferenca, na generalidade, é observado um comportamento

idéntico entre ambas as linhas celulares sem e com berberina, principalmente na sua dose mais alta.
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Este comportamento também foi observado no ensaio da proliferacao, nao se tendo registado
diferencas estatisticamente significativas entre as duas linhas celulares quando tratadas ou nao com
berbering, resultados que apoiam, mais uma vez, que ambas as linhas celulares apresentam
comportamentos semelhantes e que a berberina atua de igual modo em ambas as linhas celulares.
Relativamente aos niveis de apoptose, o presente estudo mostrou que os niveis mais altos foram
encontrados nas células tratadas com 60uM em ambas as linhas celulares. Apesar das células dalinha
PC-3 sh-sc apresentarem valores mais elevados de apoptose comparativamente com as da linha PC-
3, estes valores nao foram significativos, havendo um comportamento semelhante entre ambas as
linhas celulares.

No que concerne a migracao celular das linhas celulares PC-3 e PC-3 sh-sc, este estudo mostrou uma
vez mais o efeito negativo da berberina na migracao celular, levando a que as células tratadas com
berberina demorassem mais tempo a migrar comparativamente as células controlo. Neste estudo nao
se registaram diferencas significativas entre a migracao das duas linhas celulares quer fossem ounao
tratadas com berberina, tendo um comportamento idéntico.

Apés se verificar que a linha PC-3 sh-sc se comportava de modo semelhante/idéntico a linha celular
PC-3, nao existindo alterac6es significativas, avaliou-se se o comportamento da berberina era ou ndo
dependente da expressao de SMYD3.

Assim, a viabilidade celular foi avaliada nas linhas celulares silenciadas, PC-3 sh-smyd3, e na linha
celular controlo, PC-3 sh-sc. Foi demonstrado o efeito da berberina em ambas as linhas, ocorrendo
uma diminuicao do ndmero de células vidveis as 72 horas, sendo esta diminuicao mais notdria nas
células tratadas com a concentracao mais alta. Comparando a linha silenciada com a que expressa
SMYD3, ndo se observou diferencas significativas, sendo o comportamento semelhante entre ambas,
0 que indica que a berberina tem efeito na viabilidade celular, mas que o seu modo de atuagao nao é
dependente da SMYD3.

Posteriormente foi avaliado a proliferacao celular, tendo sido demonstrado, novamente, o efeito da
berberina tanto nas células silenciadas como nas outras células que expressam SMYD3, havendo uma
reducao da fluorescéncia nas células tratadas comparativamente as células nao tratadas(controlo),
sendo a reducao maior nas células tratadas com a dose mais alta. Ao se observar o comportamento
das células silenciadas e as que expressam SMYD3, foi possivel verificar um comportamento
semelhante entre ambas, havendo uma diminuicao da fluorescéncia com o aumento da dose da
berberina, indicativo que a berberina tem efeito negativo na proliferacao, levando a uma diminuicao da
proliferacao celular, sendo o seu mecanismo de atuacao independente da expressao de SMYD3.

Este comportamento também foi observado no ensaio de apoptose, nao se tendo registado diferencas

estatisticamente significativas entre as duas linhas celulares quando tratadas ou nao com berberina
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resultados que apoiam, uma vez mais, que a berberina tem efeito na apoptose, como demonstrado em
estudos anteriores, mas que o seu modo de atuacao é independente da berberina.

Relativamente ao potencial efeito da berberina como ferramenta para o tratamento ou retardo de
metastases e se 0 seumodo de atuacao era dependente de SMYD3, foi realizado o ensaio de migragao
celular. Este estudo mostrou que a berberina tem um efeito negativo na migracao celular levando a que
as células tratadas com berberina demorassem mais tempo a migrar comparativamente as células
controlo. Nao se registaram diferencas significativas entre alinha silenciada e a que expressa SMYD3,
tendo um comportamento idéntico, o que nos indica que o atraso na migracao ohservado nao depende
da expressao da SMYD3.

Um estudo realizado por Wang et al demonstrou uma relacao entre a berberina e a SMYD3 em células
do mieloma mdltiplo, tendo descrito uma diminuicao dos niveis de metilacao de residuos de lisinaa com
o aumento da dose de berberina, havendo uma diminuicao dos niveis da proteina H3KAme3, ou seja,
uma diminui¢do da expressao da SMYD3. Este resultado indica que o efeito anti-tumoral da berberina
é por meio da regulacao epigenética (30). Face ao CPRC expressar elevados niveis de SMYD3 foi
colocada a hipétese de existir uma relacao semelhante entre a berberina coma SMYD3 no CP. Contudo,
apds os resultados do estudo realizado com as linhas celulares manipuladas geneticamente (uma que
expressaa SMYD3 e outra silenciada para a SMYD3) foi possivel demonstrar que o efeito anti-tumoral
da berberina nao depende da expressao da SMYD3, indicando que a berberina atua por mecanismos
independentes da SMYD3.
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6. CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foiavaliar o efeito da berberina como potencial ferramenta terapéutica contra
0 CP, principalmente no tratamento de CP mais agressivo, 0 CPRC, para os quais nao existe umaterapia
eficaz. Um outro objetivo foi avaliar se o seu efeito anti-tumoral é dependente da expressao de SMYD3
uma vez que esta proteina tem uma expressao elevada no CPRC.

1.Os resultados do presente estudo apontam para que a berberina possa vir a ser utilizada em terapias
alternativas para o CP, principalmente no tratamento de tumores agressivos.

* 0 tratamento da berberina na linha celular hormono dependente (LNCaP) mostrou que esta
tem propriedades anti-tumorais afetando negativamente consideravelmente a viabilidade
celular diminuir a proliferacao celular e induzir a apoptose.

= 0 tratamento da berberina na linha celular mais agressiva proveniente de um CPRC (PC-3)
mostrou que esta tem propriedades anti-tumorais afetando negativamente a viabilidade
celular diminuir a proliferacao celular e induzir a apoptose, além de ter um efeito negativo na
migracao celular, retardando a migracao das células.

= Aberberina tem efeito negativo na migracao celular quer nalinha celular hormono dependente
(LNCaP) que na linha celular mais agressiva (PC-3), sugerindo que a berberina podera ser
usada como terapia secundaria ou complemento de terapia primdria para a prevencao da
progressao do cancro e da doenga metastatica.

2. Os resultados do presente estudo mostraram que o efeito anti-tumoral da berberina em cancros
muito agressivos (CPRC) nao dependente da expressao de SMYD3, o que sugere que o efeito anti-

tumoral da berberina é mediado por outras vias.

Pelo exposto, sera importante identificar e dissecar quais as vias de atuagao da berberina no CP mais
agressivo (CPRC) para aumentar o conhecimento dessas vias, assim como a sua relacao com outras
vias, conhecimento este que poderd permitir aidentificacao de biomoléculas como biomarcadores para

direcionamento de esquemas terapéuticos com a berberina.
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