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O correr da vida embrulha tudo.

A vida é assim: esquenta e esfria,
aperta e dai afrouxa,

sossega e depois desinquieta.

O que ela quer da gente é coragem.

Guimardes Rosa
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RESUMO

A atividade antitumoral do resveratrol, composto polifendlico encontrado principalmente
nas uvas, tem sido estudada em diversos tipos de cancer. No cancer de bexiga, seus efeitos
antiproliferativos ja foram demostrados, tanto in vitro quanto in vivo, entretanto pouco se
sabe sobre seu mecanismo de agdo. Nesse contexto, 0 presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial antineoplasico e os possiveis mecanismos de acdo molecular do
resveratrol em células tumorais de bexiga com diferentes status do gene TP53 (RT4 -
TP53 selvagem; 5637 e T24 - TP53 mutado). Avaliou-se os efeitos do resveratrol em
relacio a citotoxicidade, alteracbes morfoldgicas, sobrevivéncia clonogénica,
genotoxicidade, mutagenicidade, producdo de espécies reativas de oxigénio, progressao do
ciclo celular, taxas de apoptose/necrose, migracdo celular, metilacdo global,
imunocitoquimica para p53 e PCNA e expressdao dos genes AKT, CDH1, CTNNBIP1,
DNMT1, FGFR3, HAT, HDAC1, HOXB3, mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 e SRC.
Os resultados mostraram que o resveratrol possui efeito citotdxico em todas as linhagens
estudadas, sendo a linhagem TP53 selvagem mais sensivel a acdo desse composto. Em
relacdo aos efeitos a longo prazo, observou-se que o resveratrol causou reducdo do nimero
de col6nias em todas as linhagens, juntamente com reducdo da expressdo do gene PLK1.
Aumento significativo de danos priméarios ao DNA foi detectado em todas as linhagens e
provavelmente ocorreu devido aos efeitos pro-oxidantes do resveratrol. Aumento
significativo das taxas de apoptose foram encontradas na linhagem TP53 selvagem ao
mesmo tempo em que ocorreu reducdo da expressdo dos genes AKT, mTOR e SRC. A
reducdo da migracéo celular foi acompanhada pela reducéo da expressédo do gene SMAD4
e aumento da expressdo de CDH1. Além disso, os efeitos antiproliferativos do composto
na linhagem TP53 selvagem foram acompanhados de modulacéo dos genes HAT, HOXB3
e DNMT1. Nas linhagens mutadas para o gene TP53 pode-se observar que o resveratol leva
a parada do ciclo celular na fase S, juntamente com reducéo da expressao do gene PLK1.
Também foi observada inibicdo da migracdo celular acompanhada do aumento da
expressdao dos genes CDH1 e CTNNBIP1. Adicionalmente, houve modulacdo de vias
relacionadas a HOXB3, RASSF1A e HAT na linhagem T24. Concluindo, o resveratrol
possui atividade antiproliferativa independente do status de TP53 em células tumorais de
bexiga, entretanto, os efeitos antineoplasicos observados devem-se a diferentes

mecanismos de acao.
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ABSTRACT
The antitumor activity of resveratrol, a polyphenolic compound found mainly in grapes,
was verified in several cancers. The antiproliferative effects of resveratrol were also
demonstrated in bladder cancer, however it is necessary to better understand its mechanism
of action. In this context, the present study aimed to evaluate the antineoplastic potential
and resveratrol molecular mechanisms of action in bladder tumor cells with different TP53
gene status (wild type RT4 - TP53; 5637 and mutated T24 - TP53). The effects of
resveratrol on cytotoxicity, morphological changes, clonogenic survival, genotoxicity,
mutagenicity, reactive oxygen species production, cell cycle progression,
apoptosis/necrosis rates, cell migration, immunocytochemistry for p53 and PCNA, global
methylation and AKT, CDH1, CTNNBIP1, DNMT1, FGFR3, HAT, HDAC1, HOXBS,
mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 and SRC gene expression were evaluated.
Resveratrol was cytotoxic in all cells lines studied and the TP53 wild-type cells was more
sensitive to the action of this compound. Regarding long-term effects, resveratrol caused a
reduction in the number of colonies in all cell lines, along with a reduction in PLK1 gene
expression. Significant increase in primary DNA damage was detected in all cell lines and
probably occurred due to pro-oxidant effects of resveratrol. Significant increase in
apoptosis rates was found in the wild type TP53 cells and this was accompanied by AKT,
mTOR and SRC downregulation. Cell migration inhibition was accompanied by SMAD4
downregulation and CDH1 upregulation. In addition, modulation of HAT, HOXB3 and
DNMT1 gene expression also contributed to antiproliferative effects of resveratrol in the
wild type TP53 cells. In the TP53 mutated cells, cell cycle arrest at S phase with PLK1
downregulation was observed. Cell migration inhibition was accompanied by CDH1 and
CTNNBIP1 upregulation. Additionally, there was modulation of the HOXB3, RASSF1A
and HAT gene expression in T24 cells, as well as nuclear PCNA reduction. In conclusion,
resveratrol had antiproliferative activity in bladder tumor cells; however, the mechanisms

of action are dependent on TP53 status.
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1. INTRODUCAO

O cancer € a segunda principal causa de morte no mundo e as estimativas apontam
que essa doenca foi responsavel por 9,6 milhdes de 6bitos em 2018 (BRAY et al., 2018).
Foi estimada, para o Brasil, para cada ano do biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil
casos novos de cancer (INCA, 2018). O cancer de bexiga é o 10° tipo mais comum no
mundo, incluindo homens e mulheres (BRAY et al., 2018). No Brasil, € o0 sétimo tipo mais
comum em homens e 0 14° tipo mais comum em mulheres (INCA, 2018). O céancer de
bexiga € um dos tumores mais caros, por paciente, para os sistemas de salde devido as
altas taxas de recorréncia que exigem acompanhamento clinico e citopatologico
prolongado (SVATEK et al., 2014).

Nos ultimos anos, a busca por terapias mais eficazes e com menos efeitos
colaterais, principalmente utilizando produtos naturais, tem se intensificado. Diversos
compostos de origem vegetal, tais como Oleos essenciais, flavonoides, compostos
polifendlicos, dentre outros, mostraram efeitos antiproliferativos importantes (SAVIO et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2016; RETTIG et al., 2008; AGGARWAL, 2008).

Dentre esses compostos, destaca-se o resveratrol, uma fitoalexina polifendlica
encontrada na casca de uvas roxas e em outras plantas, produzida em resposta ao estresse
ambiental, como a exposicao a luz solar e metais pesados, alteracdes climaticas e infeccao
por microrganismos patogénicos (ATHAR et al., 2009). O efeito antitumoral desse
polifenol, in vitro e in vivo, vem sendo descrito em varios tipos tumorais (CAl et al., 2015;
TOMOAIA et al., 2015; JI et al., 2015; MOHAPATRA et al., 2015; SELVARAJ et al.,
2016; NIE et al., 2015). Em modelos experimentais de cancer de bexiga, o resveratrol
diminuiu a viabilidade celular e induziu a apoptose e parada do ciclo celular in vitro e
reduziu o crescimento tumoral in vivo (BAI et al., 2009; STOCCO et al., 2012; WU et al.,
2014). Além disso, Wang et al. (2017) mostram que o resveratrol € um potencial candidato
para o tratamento de células tumorais de bexiga com resisténcia a doxorrubicina (WANG
etal., 2017).

Compostos como o resveratrol sdo de natureza pleiotrofica, ou seja, possuem
efeitos em diversos alvos, ndo se compreendendo completamente seus mecanismos de
acdo. Diante disso, esse estudo se justifica no sentido de avaliar os efeitos
antiproliferativos e toxicogénomicos do resveratrol em diferentes linhagens de tumor de
bexiga, na tentativa de elucidar melhor o comportamento desse composto em nivel

molecular.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cancer de Bexiga

No mundo, o cancer de bexiga é a nona neoplasia mais comum em homens e a 172
em mulheres (BRAY et al., 2018). As maiores taxas de incidéncia ocorrem na Europa,
sendo relativamente baixas nas Américas do Sul e Central, embora tenha ocorrido um
aumento no numero de casos em alguns paises como Brasil e Cuba (ANTONI et al., 2017).

Segundo dados de vigilancia epidemioldgica dos Estados Unidos, fornecidos pelo
Comité Americano de Cancer, nos ultimos dez anos ndo houve alteracdo da taxa de
mortalidade por causa do cancer de bexiga. Esse dado pode ser explicado, principalmente,
pela falta de triagem ativa no diagnostico, como existe, por exemplo, para 0 cancer de
préstata e de mama, e pela inexisténcia de cura da doenca em fase metastatica
(CHARLTON et al., 2014).

O tipo mais comum de céncer de bexiga é o carcinoma de células uroteliais, que
acomete as células epiteliais que revestem a bexiga. Outros tipos menos comuns sdo 0
carcinoma de células escamosas, 0 adenocarcinoma e 0 sarcoma. Esses tipos menos
incidentes geralmente estdo associados a irritacdo crbnica por calculos, cateter vesical
permanente, infeccdo urindria ou infeccdo cronica por Schistosoma haematobium
(MESSING, 2002).

Dentre os carcinomas uroteliais, 75% dos casos sdo superficiais e 25% musculo
invasivos, podendo causar metastases para linfonodos e outros drgdos. O sistema de
categorizacdo da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e da Sociedade Internacional de
Urologia Patoldgica (ISUP) divide os carcinomas uroteliais em baixo e alto grau,
dependendo da atipia citolégica e anormalidade arquiteténica (MOCH et al., 2016). Nos
tumores superficiais, o grau do tumor é mais importante para o prognostico, enquanto que
nos casos musculo invasivos, o estadiamento, baseado na profundidade da invaséo tumoral,
€ 0 que vai contribuir mais no progndstico (KAMAT et al., 2016). De uma forma geral, 0s
tumores que atingem o musculo sdo mais agressivos (FRITSCHE et al., 2010), assim como
0s tumores de alto grau (EBLE et al., 2004; SYLVESTER et al., 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Tipos de tumores uroteliais de bexiga. Tis: tumor plano pouco diferenciado e confinado a mucosa;
Ta e T1: tumores papilares superficiais confinados a mucosa ou que tenham invadido a lamina prépria,
respectivamente. T2: tumores que invadem a camada muscular de forma superficial (T2a) ou de forma
profunda (T2b). T3: tumores com invasdo muscular e na camada de gordura perivescical, de forma
microscopica (T3a) ou microscopica (T3b). T4: tumores que invadem préstata, Gtero, vagina e/ou intestino
(T4a) ou paredes pélvicas e/ou abdominais (T4b). Adaptado de Sanli et al., 2017.

Cerca de 80% dos casos de cancer de bexiga estdo associados com a exposi¢ao
ambiental. O tabagismo € a principal causa relacionada a incidéncia de cancer de bexiga,
estando a duracdo e a intensidade diretamente relacionadas com o aumento do risco
(FREEDMAN et al., 2011). Outros fatores comuns incluem infecgdes cronicas do trato
urinario, exposicdo ao arsénico e exposicdo ocupacional a substancias cancerigenas nas
indUstrias de borracha, tintas e combustiveis fosseis (BRANDAU, BOHLE, 2001; FENG
et al., 2002). Além disso, dietas pobres em frutas e vegetais também tém sido associadas
com o aumento do risco de cancer de bexiga (SMITH et al., 2016).

Os homens sdo mais acometidos que as mulheres, sendo a incidéncia no sexo
masculino cerca de trés vezes maior que no sexo feminino (razdo 3,2:0,9). A incidéncia
também aumenta com a idade. Os diagndsticos sdo normalmente feitos em individuos com
mais de 65 anos, sendo rara sua detec¢cdo em pessoas com menos de 40 anos (FERLAY et
al., 2015).

O sintoma mais comum de cancer de bexiga é a presenca de sangue, microscopico
ou macroscépico, na urina (RAMIREZ et al.,, 2016). Geralmente, quando o paciente
apresenta hematuria e procura ajuda médica, o tumor esta em etapas mais avangadas, com
invasdo muscular. Além disso, muitos pacientes com hematuria microscopica ndo séo
sempre adequadamente avaliados (ELIAS et al., 2010). Uma explicacéo para isso pode ser
porgue mais de 60% dos pacientes com hematiria microscépica avaliados ndo apresentam
explicacdo para esse achado clinico, desta forma, alguns médicos acreditam que ha pouca



vantagem em avaliar, com exames mais invasivos e caros, esses pacientes (KHADRA et
al., 2000).

A avaliacdo de pacientes com suspeita de cancer de bexiga é realizada através de
cistoscopia, um procedimento ambulatorial feito sob anestesia local (AARONSON et al.,
2009). Qualquer anormalidade encontrada, tais como lesdes avermelhadas, papilares ou
solidas, requerem avaliacdo histoldgica. A histologia é realizada em tecidos obtidos por
biopsia transuretral ou ressec¢do de toda a area. Além disso, a citologia de células na urina
é realizada como medida auxiliar, uma vez que a presenca de células com aparéncia
maligna é indicativa da presenca de lesdes cancerosas na bexiga. Atualmente, ndo ha
marcadores tumorais presentes na urina com sensibilidade e especificidade para substituir a
cistoscopia (BABJUK et al., 2016; VAN DER AA et al., 2010; PASSONI et al., 2016).

Em geral, os canceres de bexiga superficiais sdo frequentemente tratados com
resseccao e terapia intravesical, enquanto os musculo invasivos sdo tratados com condutas
mais agressivas, como a cistectomia parcial ou total, com ou sem quimioterapia (SANLI et
al., 2017).

Pacientes com cancer de bexiga superficial podem ser divididos em trés grupos de
risco (baixo, intermediario e alto) de acordo com o nimero de tumores, o tamanho do
tumor, a taxa de recorréncia, o estagio e o grau tumoral (CHANG et al., 2016), conforme

sintetizado no Quadro 1.



Quadro 1: Estratificacao de risco para cancer de bexiga ndo musculo invasivo.

Risco Caracteristicas

- Tumor unico, baixo grau, confinado a mucosa (Ta) e com tamanho

Baixo ) )
inferior a 3 cm.

- Tumor Unico, baixo grau, confinado a mucosa (Ta) e com tamanho
superior a 3 cm.

- Presenca de varios tumores de baixo grau e confinados a mucosa (Ta).
Intermediario | - Recorréncia de tumor de baixo grau, confinado a mucosa (Ta) dentro
de ano apds resseccao transuretral inicial.

- Tumores alto grau, confinados a mucosa (Ta) e com tamanho inferior a
3 cm.

- Tumores alto grau, confinados a mucosa (Ta) e com tamanho superior
a3cm.

- Tumores que atingem até a lamina propria (T1).

- Tumores baixo grau, recorrentes e grandes (> 3 cm).

- Qualquer tumor plano, pouco diferenciado e confinado a mucosa (Tis).
- Falha da terapia com BCG.

- Invas&o linfovascular.

- Comprometimento uretral e/ou prostatico.

Alto

(Adaptado de Chang et al. 2010)

Pacientes classificados como de baixo risco sdo submetidos apenas a resseccao
transuretral para remoc¢do dos tumores. Apos isso, sdo mantidos sob vigilancia devido ao
risco de recorréncia, sendo feita uma citoscopia apds trés meses da ressec¢dao, mantendo
esse acompanhamento por cinco anos (SANLI et al.,, 2017). Pacientes com risco
intermediario e alto sdo submetidos, além da resseccdo, a terapia intravesical. Pode-se
optar pela imunoterapia utilizando o Bacillus Calmette—Guérin, que é capaz de diminuir as
taxas de recorréncia e retardar a progressdo do tumor (BOHLE et al., 2003; SYLVESTER
et al., 2010). Outra opc¢éo utilizada para esses pacientes € a administracédo intravesical de
farmacos quimioterapicos, tais como mitomicina, doxorrubicina e epirrubicina, cujos
resultados também mostram reducgdo das taxas de recorréncia (SYLVESTER et al., 2004;
PERLIS et al.,2013).

A cistectomia radical, ou seja, a remocao cirdrgica da bexiga, € a terapia padrdo
ouro para pacientes diagnosticados com cancer de bexiga com invasédo muscular (ALFRED
WITJES et al., 2017). Durante o procedimento de cistectomia é realizado também a
resseccdo de nédulos linfaticos, além da construcdo de um desvio urinério, utilizando parte
do intestino (OMS, 2017). Apesar da cistectomia radical mostrar resultados oncoldgicos
aparentemente bons, alguns pacientes, mesmo aqueles com doenca aparentemente
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confinada e linfonodos negativos, apresentam recorréncia em Orgdos adjacentes, sendo
necessarias terapias conjuntas, tais como a utilizacdo de quimioterapia sistémica antes
(quimioterapia neoadjuvante) ou apds a cirurgia (quimioterapia adjuvante). Na
quimioterapia neoadjuvante sdo utilizados protocolos com compostos de platina e na
terapia adjuvante geralmente s&o utilizados protocolos com a associagdo de cisplatina e
gencitabina (SANLI et al., 2017).

Como a cirurgia de remocdo completa da bexiga carrega implicacdes substanciais
de qualidade de vida, outros protocolos tém sido propostos. Assim, alguns casos de cancer
de bexiga musculo invasivos podem ser tratados através de resseccdo de todo o tumor
visivel seguida de ablacdo por cautério, de forma tdo profunda quanto possivel, para
destruicdo das partes invasivas do tumor (SOLSONA et al., 2010). Além disso, a remogao
de apenas parte da bexiga pode ser considerada viavel em algumas condi¢des (LYONS,
SMITH, 20186).

Pacientes diagnosticados com cancer de bexiga metastatico durante o tratamento
inicial ou ap06s a cistectomia radical sdo tratados com quimioterapia sistémica. Os
protocolos de primeira escolha sdo baseados em cisplatina e incluem as seguintes
combinagdes: metotrexato, vinblastina, doxorrubicina e cisplatina (protocolo MVAC);
cisplatina, metotrexato e vinblastina; gencitabina e cisplatina; ou ainda gencitabina,
cisplatina e paclitaxel. Os pacientes ndo elegiveis para terapia baseada em cisplatina,
devido a sua alta toxicidade, podem ser tratados com carboplatina ou com taxanos, porém
o0s resultados tém se mostrado inferiores, com menor taxa de sobrevida dos pacientes
(BELLMUNT, PETRYLAK, 2012).

2.2. Biologia Molecular do Cancer de Bexiga

O limitado progresso no tratamento do cancer de bexiga tem incentivado pesquisas
sobre as alteragcdes moleculares neste tipo de cancer, em um esforgo para identificar novas
abordagens terapéuticas. Assim, varios genes comumente mutados no cancer de bexiga
tém sido identificados, tais como TP53, HRAS, RB1, TSC1, FGFR3 e PIK3CA (MARTIN-
DOYLE, KWIATKOWSKI, 2015).

Em geral, tumores superficiais e de baixo grau possuem mutacfes nos genes

FGFR3, HRAS e PIK3CA, enquanto que tumores invasivos possuem perda da fungéo de



supressores tumorais, tais como TP53 e RB1 (ZHANG et al., 2001; BAKKAR et al., 2003;
DOVEDI, DAVIES, 2009).

As funcdes do gene FGFR3 (receptor de fator de crescimento de fibroblastos 3)
estdo relacionadas ao desenvolvimento embrionario e a regulacdo da proliferacdo celular,
diferenciacdo celular, migracdo, angiogénese e tumorigénese no organismo adulto (DI
MARTINO et al., 2016). MutagOes nesse gene tém sido encontradas em aproximadamente
80% dos canceres de bexiga do tipo superficial (CAPPELLEN et al., 1999; BILLEREY et
al., 2001; HERNANDEZ et al., 2006). Essas mutacdes ativam as vias RAS-MAPK e
PI3K, levando a proliferagéo celular descontrolada (DI MARTINO et al., 2009; YOUSEF,
GABRIL, 2017). Além disso, muitos tumores de bexiga apresentam superexpressao de
FGFR3, mesmo na auséncia de mutacdo (TOMLINSON et al., 2007).

Mutac¢6es no gene TP53 sdo encontradas em aproximadamente metade dos canceres
de bexiga, sendo essa frequéncia similar em todos os outros tipos de neoplasias humanas
(CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014). Esse gene é considerado
0 guardido do genoma, uma vez que ele responde a estimulos estressantes, induzindo
parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia e reparo de DNA. Assim, a perda de suas
funcdes pode conduzir a proliferagdo continua e ao aumento de danos no material genético.
Vias relacionadas com o TP53 estdo comumente alteradas no cancer de bexiga invasivo e
estdo correlacionadas com pior prognostico e resisténcia a algumas terapias (COOPER et
al., 1994; ZHU et al., 2013).

O ciclo celular é a série de eventos que ocorrem entre a duplicacdo e a divisdo
celular e estd intimamente associado ao crescimento, anabolismo e proliferagdo celular
(MAC LACHLAN et al., 1995). A proliferacdo celular descontrolada é um dos eventos
principais no cancer (HANAHAN, WEINBERG, 2011). Portanto, alteragbes em genes
relacionados com a progressdo do ciclo celular estdo intimamente ligados com o
desenvolvimento de tumores. Por exemplo, os genes CDC20, CCNA2 e CCNB2 estédo
relacionados com o desenvolvimento do cancer de bexiga (HAN et al., 2018). CDC20 é
necessario para o inicio da anafase e a progressdo do ciclo celular (WANG et al., 2009),
estando a alteracdo de sua expressdo associada a pouca diferenciacdo e prognostico
desfavoravel de tumores (CHOI et al., 2013). CCNA2 e CCNB2 codificam ciclinas que
atuam como reguladoras de quinases dependentes de ciclinas. Esses dois genes estdo
superexpressos no cancer de bexiga (LU et al., 2010, LEE et al., 2012) e correlacionados
com pior prognostico (BLAVERI et al., 2005).



O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) é uma proteina nuclear
associada a atividade proliferativa. O PCNA auxilia a DNA polimerase, acelerando o
processo da sintese da cadeia de DNA na fase S do ciclo celular (CHENG et al., 2014). A
expressao de PCNA em amostras teciduais de pacientes com carcinoma urotelial foi
associada positivamente com grau, estadiamento e prognostico do paciente (CHENG et al.,
1997).

A apoptose, processo de morte celular programada, é componente vital de varios
processos, tais como renovacdo celular normal, desenvolvimento e funcionamento do
sistema imune, desenvolvimento embrionario e morte celular induzida por compostos
quimicos. Desregulacdo das taxas de apoptose € um fator indutor de muitas condicdes,
incluindo doencas neurodegenerativas, danos isquémicos, distlrbios autoimunes e muitos
tipos de cancer. Existe uma variedade de mecanismos moleculares que as células tumorais
usam para suprimir a apoptose (ELMORE, 2007). BCL2 é um oncogene que codifica uma
proteina que bloqueia a apoptose. Estudos mostram que cerca de 80% dos tumores de
bexiga sdo imunorreativos para a proteina Bcl2 (UCHIDA et al., 2002, NAKOPOULOQOU et
al., 1998), sendo associado com maior grau do tumor e pior prognostico (KING et al.
1996; POLLACK et al. 1997). Além disso, a superexpressdo de BCL2 em linhagens
tumorais de céncer de bexiga estd associada com resisténcia a cisplatina (KIM et al.,
2016). Outra proteina relacionada a apoptose e importante no cancer de bexiga é a
survivina. A survivina age como uma proteina antiapoptotica ao inibir caspases, estando
associada a recorréncia e mortalidade do cancer de bexiga (KARAM et al., 2007; CHEN et
al.,, 2008; SHARIAT et al., 2009; SKAGIAS et al., 2009). Um estudo utilizando 124
amostras entre tumores negativos e positivos para survivina mostrou que 0s tempos de
sobrevivéncia medios foram de 18,4 versus 9,8 meses e as taxas de sobrevivéncia foram de
28% e 5%, respetivamente (ALS et al., 2007).

Assim como em outros tipos de canceres, a tumorigénese e a progressdo do cancer
da bexiga pode envolver genes de reparo (LAZARIS et al., 2006). Alteracdes na expressdo
dos genes de reparo MGMT e MLH1, por exemplo, vem sendo estudadas em relagcdo a sua
influéncia no prognostico de pacientes tratados ou ndo com quimioterapia ou imunoterapia
(SANGUEDOLCE et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

O papel das alteracbes epigenéticas na regulacdo da expressdo génica e sua
influéncia no cancer também tem sido estudado por muitos anos. No entanto, a importancia
desses eventos no cancer de bexiga avancou consideravelmente somente apos as recentes

expansdes nas analises gendmicas feitas a partir de 2011 pelo Instituto de Gendmica de
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Pequim e pelo Projeto Cancer Genoma Atlas (MARTIN-DOYLE, KWIATKOWSKI,
2015). Os processos de metilagdo do DNA e modificacGes em histonas sdo exemplos de
eventos epigenéticos que podem contribuir para o desenvolvimento e progressao do cancer
de bexiga (SHARMA et al., 2010).

A metilacdo da regido promotora de um gene impede diretamente sua expressao
uma vez que 0 excesso de radicais metil impede seu reconhecimento pelos fatores de
transcricado, resultando na inativacdo do gene (MOORE et al., 2013). Células cancerigenas
apresentam superexpressao dos genes responsaveis pela metilacio do DNA (DNMT1,
DNMT3A e DNMT3B), o0 que resulta na hipermetilacdo de regides promotoras e no
possivel silenciamento de genes supressores tumorais (JONES, BAYLIN, 2002). Regides
promotoras dos genes IPF1, GALR1, TAL1, PENK, e TJP2 apresentam-se hipermetiladas
no cancer de bexiga (WOLFF et al., 2010). Outro gene que também se encontra
hipermetilado no céncer de bexiga é o supressor tumoral RASSF1A. A hipermetilacdo da
regido promotora deste gene esta fortemente associada a invasdo tumoral e ao grau de
diferenciacdo do cancer de bexiga (ZHAN et al., 2017).

As histonas desacetilases e as histonas acetiltransferases sdo enzimas que
influenciam a transcricdo do DNA através do equilibrio entre acetilacdo e desacetilacdo. A
acetilacdo de histona reduz a condensagéo da cromatina, permitindo o acesso de fatores de
transcricdo e, portanto, a transcricdo de DNA. Por outro lado, a desacetilacdo de histonas
resulta em condensacdo da estrutura da cromatina, que esta associada a repressao genética
(CARROZZA et al., 2003; MARKS et al., 2001; MIN et al., 2012). Neste contexto,
compostos que modulem a expressdo dos genes que codificam essas enzimas tém sido
investigados para o tratamento do cancer (LAKSHMAIAH et al., 2014; KHAN, LA
THANGUE, 2012; WAPENAAR, DEKKER, 2016). No céancer de bexiga, estudos
mostram um elevado ndmero de mutacGes em genes relacionados com remodelacdo da
cromatina, com 59% a 76% dos tumores com pelo menos uma mutacdo em KDMGA,
ARID1A, KMT2A, KMT2C, CREBBP, EP300 ou SMARCA4 (GUO et al., 2013;
ROBERTSON et al., 2017).

Predi¢des da resposta a quimioterapia baseadas no background genético do tumor é
uma nova area com possibilidade de resultados importantes na pesquisa do cancer.
Entretanto é importante salientar que o acimulo de alteragfes genéticas, e ndo apenas uma
Unica mutacdo ou alteracdo, € que vai determinar ou contribuir para o prognostico do
cancer de bexiga (KIM, KIM, 2006).
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2.3. Produtos Naturais e Cancer

Na busca por terapias mais eficazes contra o cancer, muitos compostos quimicos
sdo estudados com o objetivo de encontrar agentes antitumorais com alta especificidade,
com poucos efeitos colaterais toxicos e com pouca chance de desenvolvimento de
resisténcia (MOUHID et al., 2017). Nesse sentido, compostos derivados de plantas tém
recebido atencdo crescente devido a sua alta poténcia e baixa toxicidade em comparacéao
com agentes quimioterapicos comuns (LIU, FENG, 2015) e com ac¢6es farmacoldgicas
através de alvos moleculares especificos (GONZALEZ-VALLINAS et al., 2013; LEE et
al., 2011; LIU et al., 2004).

Por milénios, as culturas mais tradicionais, como as dos povos indigenas, usaram a
medicina baseada em plantas para tratar diversas doencas. Embora estudos recentes
sugiram que hoje em dia a medicina popular seja menos utilizada (OYEBODE et al.,
2016), a utilizacdo de produtos naturais como ponto de partida para o descobrimento e
desenvolvimento de farmacos ainda é de grande valia. Das moléculas aprovadas para a
quimioterapia contra o cancer entre 1940 e 2014, aproximadamente 49% sdo derivadas de
produtos naturais (NEWMAN, CRAGG, 2016).

Em 1963, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou o uso clinico de
vincristina, um alcaloide extraido das folhas de Catharanthus roseus, para tratar o cancer.
Este foi um dos primeiros agentes anticancerigenos derivados de plantas aprovados por
esta agéncia (NEWMAN, CRAGG, 2016), sendo utilizado principalmente na oncologia
pediatrica para o tratamento de leucemia linfoblastica (KATO, MANABE, 2018). Além
disso, também ¢é utilizado para tratar rabdomiossarcoma, neuroblastoma, linfomas e
nefroblastoma (MOORE, PINKERTON, 2009; ALMAGRO et al., 2015). Outro
guimioterapico muito utilizado e derivado de planta é o paclitaxel. O composto, isolado da
casca de Taxus brevifolia, ¢ uma molécula complexa que se tornou um dos farmacos
quimioterapicos mais ativos (WEAVER, 2014). A introducdo do paclitaxel na pratica
clinica ampliou as opc¢les terapéuticas nas ultimas décadas e Otimos resultados no
tratamento do cancer de mama, ovario e pulméo foram alcancados (BERNABEU et al.,
2017).

Em um estudo clinico de fase I/11 foi demonstrada a eficacia do latex de Euphorbia
peplus contra o cancer de pele do tipo ndo-melanoma (OGBOURNE, PARSONS, 2014),
cujo componente mais ativo € o diterpeno macrociclico mebutato de ingenol (RAMSAY et

al., 2011). Um gel contendo esse composto foi aprovado pelo FDA e pela EMA (European
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Medicines Agency) para o tratamento da queratose actinica ndo hipertrofica e nédo
hiperceratotica, uma condigdo pré-cancerosa que se nao tratada pode evoluir para
melanoma (DOAN et al., 2012; TZOGANI et al., 2014). Outro composto derivado de
planta em fase de estudo clinico é a curcumina. Atualmente existem 17 estudos clinicos
avaliando a curcumina, principalmente estudos de terapia combinada com outras
substancias para o tratamento de vérios tipos de cancer (SECA, PINTO, 2018). A
curcumina pode modular uma variedade de alvos ou vias relacionadas ao cancer, podendo
agir através de varios mecanismos de acdo, tais como inducdo de catastrofe mitotica
(GALI-MUHTASIB et al., 2015), promog¢do da morte celular autofagica, um importante
indutor de morte em células tumorais resistentes a apoptose (YANG et al., 2017), parada
do ciclo celular (DASIRAM et al., 2017), inibicdo do fator de transcricdo NF-kB
(UWAGAWA, YANAGA, 2015) e inibicdo dos passos cruciais para a angiogénese (FU et
al., 2015).

Em relacdo ao cancer de bexiga, um estudo clinico avaliou a aplicagdo intravesical
do extrato aquoso de Viscum album em pacientes com tumores superficiais apds resseccao
tumoral. Os resultados mostraram que 0 extrato preveniu a recorréncia do cancer de
bexiga, além de sua boa tolerabilidade pelos pacientes (ROSE et al., 2015). A isoflavona
genisteina, encontrada principalmente na soja, também foi avaliada em um estudo clinico
com pacientes com cancer de bexiga. Os pesquisadores encontraram reducéo dos niveis de
p-EGFR (receptor fator de crescimento epidermal) em biopsias do tecido tumoral, assim
como demonstraram a seguranca do uso do composto. As toxicidades observadas foram
principalmente gastrointestinais ou metabdlicas leves a moderadas (MESSING et al.,
2012).

Ainda em fases mais iniciais de estudos, diversos outros compostos tém mostrado
resultados interessantes no cancer de bexiga (DE OLIVEIRA et al., 2017; SU et al., 2016;
SAGARA et al., 2010; SHI et al., 2017). Por exemplo, o alil isotiocianato, composto
encontrado principalmente na mostarda, tem sido muito estudado para o tratamento do
cancer de bexiga devido a sua alta biodisponibilidade na urina, ou seja, quando uma dose
oral dessa substéncia é administrada, quase sua totalidade é eliminada por excregdo renal
passando pela bexiga. Enquanto permanece na bexiga, as células cancerigenas sdo expostas
a substancia, que é capaz de induzir bloqueio do ciclo celular e apoptose (MUNDAY et al.,
2008; SAVIO et al., 2014). Outro composto natural que vem demonstrando resultados
interessantes no cancer de bexiga é o resveratrol. Ele é capaz de induzir apoptose e
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blogueio do ciclo celular em culturas de tumor de bexiga (BAI et al., 2009), além de

reduzir o crescimento tumoral in vivo (WU et al., 2014).

2.4. Resveratrol

O resveratrol € um composto polifendlico encontrado em diversos produtos
naturais, tais como uvas, amoras, mirtilos, framboesas e amendoins, em diferentes
concentragfes. Uma fonte bastante conhecida de resveratrol é o vinho tinto, no qual
podemos encontrar concentragdes de resveratrol variando de 8,63 a 24,84 pM, dependendo
do tipo da uva, do local de cultivo e do método de preparacdo (WANG et al., 2002). O
resveratrol existe como isdmeros cis e trans, sendo o trans-resveratrol o isdmero mais
estavel se protegido contra pH elevado e luz (LASTRA, VILLEGAS, 2007).

Figura 2: Formula quimica estrutural do resveratrol (PANGENI et al., 2014)

O impulso inicial para pesquisas sobre o resveratrol foi a partir da observacdo da
baixa incidéncia de doengas cardiovasculares na populacdo francesa, mesmo com uma
dieta com alto teor de gordura, o que foi associado com o alto consumo de vinho tinto.
Esse fenébmeno ficou conhecido como paradoxo francés, e a partir dele, foram descobertas
as fungdes cardioprotetoras do resveratrol (RENAUD, LORGERIL, 1992).

Apols a descoberta de seus efeitos beneficos ao sistema cardiovascular, outras
inimeras atividades biologicas do resveratrol foram descritas. Dentre os efeitos mais
investigados desse composto estdo suas atividades anti-inflamatéria (JANG et al., 1999),
antiviral (CAMPAGNA, RIVAS, 2010), antioxidante (FAUCONNEAU et al., 1997),
antibacteriana (TEGOS et al., 2002), fungicida (JUNG et al., 2005), inibidora de agregacéo
plaquetaria (PACE-ASCIAK et al., 1995), hepatoprotetora (SENER et al., 2006;
KASDALLAH-GRISSA et al.,, 2006), antienvelhecimento (MARCHAL et al., 2013),
antidiabética (SHARMA et al., 2011), imunomoduladora (PETRO, 2011), neuropretotera
(SARUBBO et al., 2018) e antitumoral (SAVOURET, QUESNE, 2002).
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As propriedades antitumorais do resveratrol foram demonstradas pela primeira vez,
em 1997, por Jang e colaboradores. Os resultados encontrados por esses autores mostraram
que o resveratrol possui atividade nos trés estagios do processo de carcinogénese (JANG et
al., 1997). Posteriormente, outros estudos complementaram as informacdes sobre os efeitos
do resveratrol na carcinogénese. De maneira resumida, o resveratrol age inibindo a
iniciacdo atraves da regulacdo das atividades de enzimas metabolizadoras de fase | e Il
(CHEN et al., 2004; CIOLINO, YEH, 1999), inibindo a mutagénese (KIM et al., 2002) e
as espécies reativas de oxigénio (SHARMA et al., 1994). Na etapa de promocao, ele age
através da inducdo da parada do ciclo celular (WOLTER et al., 2001; FERRY-DUMAZET
et al., 2002) e apoptose (DORRIE et al., 2001; TINHOFER et al., 2001). Finalmente, o
resveratrol inibe os eventos de progressdo tumoral inibindo a angiogénese, a invasdo
tumoral e as metéstases (BAI et al., 2010; VERGARA et al., 2011; YU et al., 2008;
WENG et al., 2010).

Neste sentido, ao longo dos anos, diversos estudos vém relatando as atividades
antiproliferativas do resveratrol em varios tipos tumorais, tais como colo do Utero,
colorretal, pulmdo, prostata e mama, dentre outros, através de uma ampla gama de
mecanismos de acdo, como indugdo de apoptose, inibicdo de invasdo e migracéo celular,
inibicdo da angiogénese, parada do ciclo celular e outras, conforme sintetizado no Quadro
2.

Quadro 2: Mecanismo de agdo do resveratrol em varios tipos tumorais

Tipo de cancer Mecanismo de ac¢ao do resveratrol Referéncias

Inducdo de apoptose através da ativacao
da caspase-3, da alteracdo da via CAl etal., 2015
Bax/Bcl-2 e ativacdo de AMPK.

LIN et al., 2015; SHAN et

Cabeca e pescoco | Inibigdo da invaséo e migracéo celular. al., 2014

Inibicdo do crescimento e ativagdo de | SHROTRIYA et al., 2015;
vias de morte celular. BAEK et al., 2016.

Inducdo de apoptose. ZHANG et al., 2014

Colo do utero

Ll etal., 2015; TOMOAIA

Inibicdo da proliferacdo celular. etal. 2015
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Inducdo de autofagia.

GARCIA-ZEPEDA et al.,

2013
Inibicdo da metaloproteinase-9 (MMP-9)
que esta relacionada com migracdo KIM et al., 2012
celular e metéstases.
Inibigdo da invasédo e migragéo celular. Jletal., 2015

Diminuicdo do tamanho de tumores em
camundongos.

SAUD et al., 2014

Inibicdo da proliferacdo e parada do
ciclo celular nas fases GO/G1 e G2/M.

ALI, BRAUN, 2014

Colorretal COLIN et al., 2014;
Inducdo de danos ao DNA. SCHROETER, MARKO,
2014
Inducéo de apoptose. YANG et al., 2015
Diminuig&o da angiogénese. WONG, FISCUS, 2015
Inducdo de apoptose através da via ZHOU et al., 2003
Bax/Bcl2.
o Inibicdo do crescimento e parada do
Esof . TANG et al., 2013
S0tago ciclo celular na fase sub-G1.
Supressao da proliferacéo celular. FAN et al., 2014
S . x HOLIAN et al., 2002; JING
Inibicdo da proliferacdo celular. etal. 2016
Inducdo de apoptose, diminuicdo da
expressdo de survivina e parada do ciclo LIU, ZHANG, 2014
A celular na fase GO/G1.
Estomago
_Dlmlrluu;ao da cagac[dade clonogénica e VANG et al., 2013
inducdo de senescéncia.
Inducéo da expresséo de p53. SHIN et al., 2012
< PENG et al., 2015; YANG
Figado Indugzo de apoptose. etal., 2013; DU et al., 2012

Diminuicao da expressdo de survivina.

OUetal., 2014
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Inibicdo de histonas desacetilases.

VENTURELLI et al., 2013

Diminuicdo da angiogénese.

YU etal., 2010

Inducdo de apoptose e parada do ciclo
celular na fase S.

TSAN et al., 2002

Leucemias
< ZUNINO, STORMS, 2015;
Inducdo de apoptose. WU etal., 2015
< MOHAPATRA et al.,
Inducdo de apoptose. 2015: SINGH et al., 2014
A . . WANG et al., 2015; KHAN
Mama Inibicdo da proliferacéo celular. etal. 2014
Inducéo de autofagia e inibi¢do de Akt. ALAYEV etal., 2015
Inducao de_ apoptose e inibicdo de DAI et al., 2015
; metaloproteinases.
Osseo
Inibicdo de Akt. CHEN et al., 2015
< . LEE et al., 2009; ZHONG
Supresséo do crescimento tumoral. etal., 2015
Inducdo de apoptose e inibicdo de Akt. GWAK et al., 2015
Ovario :
Inducdo da expressdo de E-caderina e KIM et al.. 2016
apoptose.
Inducdo de apoptose e autofagia. LANG et al., 2015
Modulagdo da expressdo de proteinas | REAGAN-SHAW et al.,
reguladoras do ciclo celular. 2004
KALRA et al., 2008;
< HEIDUSCHKA et al.,
Indugao de apoptose. 2014; HABIBIE et al.,
2014; HAO et al., 2013
Pele

Reducédo do tamanho do tumor.

AZIZ et al., 2005, CHEN et
al., 2012

Parada do ciclo celular na fase G2/M.

YU etal., 2016
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Inibicdo da proliferagéo celular.

LEE et al., 2014; MITANI
etal., 2014; DHAR et al.,
2015; KUMAR et al., 2015

Prostata
Inducéo de autofagia. SELVARAJ et al., 2016
Inibicdo tumoral através da regulacdo de
diversos RNAs longos nao codificantes YANG et al., 2015
(IncRNAS).
x « LUCAS, KOLODZIEJ,
Pulmao Inducéo de apoptose. 2015 MA et al.. 2015
Redugao da V|abJI|_ciade celular e da NIE et al., 2015
capacidade clonogénica.
Inibicdo da proliferacdo celular e
Renal diminuicdo da expressdo do fator de YANG et al., 2011
crescimento vascular endotelial.
< TRUONG et al., 2011; YU
Inducdo de apoptose. etal, 2013
Tireoide

Aumento da expressdo de p53.

SHIH et al., 2002

Utero e endométrio

Inducdo de apoptose.

SEXTON et al., 2006

Parada do ciclo celular na fase S.

BHAT, PEZZUTO, 2001

Além dos diversos estudos sobre o resveratrol realizados in vitro e em animais,

existem estudos clinicos demonstrando o efeito do resveratrol em pacientes com cancer.

Patel e colaboradores (2010) demonstraram que a ingestdo de resveratrol (0,5-1,0 grama)

diariamente por 8 dias reduziu a proliferacdo celular, evidenciada pela reducdo da

expressao de Ki-67 em biopsias de pacientes com cancer coloretal, quando comparadas

com pacientes que ndo ingeriram resveratrol. Além disso, os autores mostraram boa

tolerabilidade dos pacientes ao resveratrol. Howells e colaboradores (2011) também

demostraram bons resultados em pacientes com cancer coloretal. Pacientes diagnosticados

com cancer coloretal e metéstases hepaticas receberam 5 gramas/dia de resveratrol

micronizado durante 14 dias. Foi observado um aumento de caspase-3 em biopsias do

tecido tumoral hepatico, além de poucos efeitos adversos. Um outro estudo mostrou que a

ingestdo de 5-50 mg de resveratrol 2 vezes ao dia durante 12 semanas por mulheres com
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risco de cancer de mama aumentado levou a reducdo da metilacdo do gene supressor
tumoral RASSF1A (ZHU et al., 2012).

2.5. Resveratrol e Cancer de Bexiga

O primeiro estudo avaliando os efeitos do resveratrol no cancer de bexiga foi
publicado em 2009. Nesse estudo, Bai e colaboradores (2009) mostraram que o resveratrol
induz apoptose em células de cancer de bexiga através da modulacdo de proteinas da
familia Bcl-2 e ativacdo das caspases 9 e 3. O resveratrol também levou a parada do ciclo
na fase G1 por ativacdo da proteina p21 e reducdo de ciclina D1. Além disso, o tratamento
com resveratrol diminuiu a expressao do fator de crescimento endotelial vascular e do fator
de crescimento de fibroblasto, o que contribuiu para a inibigdo do crescimento tumoral no
modelo in vivo de cancer de bexiga xenografico.

Depois disso, outros autores confirmaram o potencial do resveratrol no tratamento
do cancer de bexiga, mostrando a capacidade desse composto em reduzir a viabilidade
celular, induzir parada do ciclo celular, induzir apoptose e inibir migracao e invasao celular
(LIN et al., 2012; STOCCO et al., 2012; WU et al., 2014; BAl et al., 2017).

O efeito do resveratrol em células de cancer de bexiga com resisténcia a
doxorubicina também foi demostrado (WANG et al., 2017), assim como seu potencial em
ser utilizado em combinacdo com outros farmacos, como por exemplo com rapamicina,
especialmente para tumores de bexiga com muta¢6es na via PI3BK/mTOR (ALAYEV et al.,
2016).

Além disso, Zhou e colaboradores (2014) demonstraram que células de bexiga ndo
tumorais sdo mais resistentes aos efeitos citotdxicos do resveratrol do que células tumorais,
indicando seletividade do composto.

Embora varios estudos venham mostrando os efeitos do resveratrol no cancer de
bexiga, muito ainda precisa ser feito no sentido de entender seu mecanismo de agédo
molecular, uma vez que se trata de uma doenca muito complexa e de uma substancia com

maltiplas agoes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o potencial antineoplasico e 0s possiveis
mecanismos de acdo molecular do resveratrol em células tumorais de bexiga com
diferentes status do gene TP53 (RT4 - tumor grau 1, com gene TP53 selvagem; 5637,
tumor grau 2, com gene TP53 mutado; e T24 — tumor grau 3 e TP53 mutado).

3.2. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos do resveratol quanto aos seus efeitos:
- Citotoxicos e antiproliferativos;
- Sobre a morfologia celular;
- Genotoxicos e mutagénicos;
- Na producdo de espécies reativas de oxigénio;
- Sobre a progressao do ciclo celular;
- Sobre as taxas de apoptose e necrose;
- Sobre a migracéo celular;
- Sobre a metilacdo global do DNA,;
- Sobre a expressao das proteinas p53 e PCNA;
- Na modulacdo da expressdo dos genes: AKT, CDH1, CTNNBIP1, DNMT1, FGFR3,
HAT, HDAC, HOXB3, mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 e SRC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais

Resveratrol (> 99%), meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
meio de cultura RPMI, meio de cultura branco (DMEM sem vermelho de fenol),
penicilina G, streptomicina, tripsina, iodeto de propideo e corante vermelho neutro
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). Soro Fetal Bovino foi
adquirido da Cultilab Ltda. (Campinas, Brasil). Anfotericina B foi adquirida de Cristéalia
(Itapira, Brasil). O kit Cell Proliferation Il (XTT) foi adquirido da Roche Diagnostics
(Mannheim, Alemanha). Solucdo corante de Giemsa foi adquirida da Dindmica
(Diadema, Brasil). O kit miRNeasy Mini foi adiquirido da Qiagen (Hilden, Alemanha).
O kit High Capacity e os primers foram adquiridos da Applied Biosystems (Foster,
Estados Unidos). O kit FITC AnnexinV/Dead Cell Apoptosis foi adiquirido da
Invitrogen (Carlsbad, Estados Unidos).

4.2. Linhagens Celulares

Células de carcinoma urotelial humano da linhagem RT4 (tumor de baixo grau,
com gene TP53 selvagem), linhagem 5637 (tumor de alto grau, com duas mutacdes no
gene TP53, uma no cddon 72 [Arg > Pro] e uma no cédon 280 [Arg > Thr]) e linhagem
T24 (tumor de alto grau, com mutagdo no gene TP53 [delecdo da tirosina 126]) foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As linhagens RT4 e T24 foram
mantidas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL
penicilina G, 100 U/mL streptomicina e 2,5 pug/mL de anfotericina B. A linhagem 5637
foi mantida em meio RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL
penicilina G, 100 U/mL streptomicina e 2,5 pg/mL de anfotericina B. Todas as

linhagens foram mantidas a 37° C em atmosfera de 5% de CO..

4.3. Resverarol

O resveratrol foi solubilizado, a uma concentracdo de 500 uM, em meio de
cultura com 2% de DMSO, no momento do uso. Em todos o0s experimentos utilizou-se a

mesma concentracdo de DMSO como controle.
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4.4. Citotoxicidade e proliferacao celular

Para os ensaios de citotoxicidade e proliferacdo celular, para todos os metodos
utilizados, as células foram plagueadas em placas de 96 pogos (1x10* células/pogo para
T24 e 5637, e 1,5x10* células/poco para RT4). Depois de 24 horas, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes de resveratrol (12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 uM)
por 24 horas. As concentracdes utilizadas e o tempo de tratamento foram definidos com
base nos estudos de Bai e colaboradores (2009) e Lin e colaboradores (2012). Células
ndo tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Posteriormente cada experimento
foi conduzido conforme detalhado abaixo.

4.4.1. Ensaiode XTT

O ensaio de XTT foi conduzido conforme descrito por Savio e colaboradores
(2014). Para avaliacdo da citotoxicidade, ap6s o tratamento, as células foram lavadas
com solugéo de Hanks (KCL 0,4 g; KH2PO4 0,06 g; Na2HPO4 0,04g; NaHCO3 0,35 g;
NaCl 8 g; CeH1206 1 g; H20 1000 ml) e em seguida preparadas para a leitura. Nesse
processo foi adicionado meio de cultura branco (DMEM sem vermelho de fenol) nos
pocos e posteriormente a solugdo de XTT em cada pogo. Apoés, aproximadamente, 90
minutos, a absorbancia foi medida em 492 e 690 nm.

Para os experimentos de proliferacdo celular, ap6s o tratamento, as células foram
lavadas com solucdo de Hanks. Na sequéncia, meio de cultura novo foi adicionado e as
células foram incubadas por mais 24 horas. ApOs esse periodo, as células foram
preparadas para leitura da mesma forma que no experimento de citotoxicidade.

Os valores de leitura das absorbancias sdo proporcionais a quantidade de células
viaveis. Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O céalculo utilizado para

apresentacdo dos resultados foi:

. L média das absorbancias
% células viaveis = —— — x 100
média das absorbancias do controle

4.4.2. Ensaio de absorc¢do de vermelho neutro
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O ensaio de absorcao de vermelho neutro foi conduzido conforme descrito pela
OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development) (2019), com
pequenas modificacGes. Para avaliacdo da citotoxicidade, ap6s o tratamento, 0 meio de
cultura foi retirado, adicionou-se 200 pL de solucdo de vermelho neutro (50 pg/mL) e
as células foram incubadas por 3 horas. Apos esse tempo, as células foram lavadas com
PBS (sem célcio e sem magnésio) e fixadas com glutaraldeido 5%. Posteriormente, foi
adicionada a solucdo removedora (50% etanol 96%, 49% agua ultrapura, 1% &cido
acetico glacial) e a placa foi agitada horizontalmente por 10 minutos. A absorbancia foi
medida em 570 nm.

Para os experimentos de proliferacdo celular, apos o tratamento, as células foram
lavadas com solugdo de Hanks, meio de cultura novo foi adicionado e as células foram
incubadas por mais 24 horas. Apds esse periodo, as células foram preparadas para
leitura da mesma forma que no experimento de citotoxicidade.

Os valores de leitura das absorbancias sdo proporcionais a quantidade de células
viaveis. Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O célculo utilizado para

apresentacdo dos resultados foi:

. L média das absorbancias
% células viaveis = — — x 100
média das absorbancias do controle

4.4.3. Ensaio de exclusdo de azul de tripan

O ensaio de excluséo de azul de tripan foi conduzido conforme descrito por
Savio e colaboradores (2015). Para avaliacdo da citotoxicidade, ap6s o tratamento, o
meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas com solugdo de Hanks e
removidas usando tripsina. A suspensdo celular foi transferida para tubos tipo eppendorf
e centrifugadas a 2000 rpm por 15 minutos. O sobrenadanete foi descartado e as células
foram novamentes ressuspendidas em 50 pL de meio de cultura. A solucéo de azul de
tripan foi adicionada a suspensao celular (5 puL de azul de tripan em 10 pL da suspenséo
de células) e a mistura foi incubada por 5 minutos. As células viaveis foram contadas
em camara de Neubauer.

Para os experimentos de proliferacéo celular, apos o tratamento, as células foram

lavadas com solugdo de Hanks, meio de cultura novo foi adicionado e as células foram
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incubadas por mais 24 horas. Apés esse periodo, as células foram preparadas da mesma
forma que no experimento de citotoxicidade.
Todos os testes foram conduzidos em triplicata. O célculo utilizado para

apresentacdo dos resultados foi:

. o média do niumero de células viaveis
% células viaveis = —— - - — x 100
média do nimero de células viaveis do controle

4.5. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

Para avaliar a capacidade clonogénica, 1x10° células foram plaqueadas em
frascos de cultura de 25 cm?®. Ap6s 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol
nas concentracfes 25, 50, 100 e 150 uM por 24 horas. Células ndo tratadas foram
utilizadas como controle (CNT). Apds o tratamento, as células foram lavadas com
solucdo de Hanks, tripsinizadas, e aproximadamente 1000 células foram plaqueadas em
frascos de cultura de 12,5 cm® e cresceram durante aproximadamente 10 dias em estufa
de CO> para formacdo de col6nias. As células foram coradas com Giemsa e 0 nimero
de colénias com 50 ou mais células foram contadas (SAVIO et al., 2014). Os testes
foram conduzidos em triplicata. O célculo utilizado para apresentacdo dos resultados
foi:

% d 1oni média do n® de colonias 100
o de colonias = —— — X
média do n° de colonias do controle

4.6. Avaliacdo da morfologia

Para avaliar a capacidade do resveratrol em causar alteracdes na morfologia das
células, 2 x 10° células foram plaqueadas em placas de 12 pogos. Ap6s 24 horas, as
células foram tratadas com resveratrol nas concentraces 50, 100 e 150 uM por 24
horas. Células nédo tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Ap6s o tratamento,
as celulas foram observadas em microscopico invertido com contraste de fase, no
aumento de 200x. As alteracdes foram fotografadas utilizando uma camera digital com

0 auxilio de adaptador de camera para microscopio (DA SILVA et al., 2012).

26



4.7. Teste do cometa

Para avaliar os possiveis efeitos genotoxicos do resveratrol foi feito o teste do
cometa seguindo o protocolo descrito por Singh e colaboradores (1988) com pequenas
modificagBes. Inicialmente, 2 x 10° células foram plaqueadas em placas de 12 pocos.
Apbs 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas concentracfes 50, 100 e
150 puM por 2 e 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle (CNT) e
celulas tratadas com metil metano sulfonato (80 uM) foram utilizadas como controle
positivo. Apds o tratamento, as células foram coletadas e ressuspensas em agarose de
baixo ponto de fusdo (0,5% em PBS). Esta mistura foi colocada sobre uma lamina pré-
revestida com agarose padrdo (1,0% em PBS) e coberta com uma laminula. Ap6s
solidificacdo de agarose a 4°C, a laminula foi suavemente removida. As ldaminas foram
entdo imersas em solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10%
DMSO e 1% Triton X-100; pH 10) por 24 horas a 4°C. Subsequentemente, as laminas
foram incubadas em tampao alcalino (300 mM NaOH, 1 mM EDTA,; pH > 13) por 20
minutos para permitir o desenrolar do DNA em locais alcali-labeis. A eletroforese foi
realizada no mesmo tampdo alcalino a 4°C, durante 20 minutos, a 25 V e 300 mA.
Depois de eletroforese, as laminas foram neutralizadas com tampdo de neutralizacao
(0,4 M Tris, pH 7,5), lavadas com etanol gelado e secas a temperatura ambiente. O
DNA foi corado com brometo de etidio (20 mg/mL) imediatamente antes da analise.
Um total de 100 nucleoides selecionados aleatoriamente foram analisados com aumento
de 40x em microscopio de fluorescéncia. As fotografias foram analisadas utilizando o
software ImageJ/OpenComet e o parametro intensidade da cauda (% DNA na cauda) foi

usado para calcular a quantidade de DNA degradado.

4.8. Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese

Para avaliar os possiveis efeitos mutagénicos do resveratrol foi realizado o
ensaio do micronucleo baseado na técnica descrita por Fenech (2000). Inicialmente, 1 x
108 células foram plaqueadas em placa de Petri (100 mm x 20 mm). Ap6s 24 horas, as
células foram tratadas com resveratrol nas concentracfes de 50, 100 e 150 uM por 4
horas. Doxorrubicina foi usado como controle positivo na concentracdo de 0,4 g/mL por
2 horas. Em seguida, foi adicionado 15 pL de solucéo de citocalasina B em DMSO a 2

mg/mL e as células foram incubadas novamente por 24 (T24 e 5637) ou 44 (RT4)
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horas. No final da etapa de incubacéo, as celulas foram coletadas e centrifugadas a 800
rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 5 mL de solucgao
hipoténica gelada (KCI 0,075 M). Apds a fixacdo das células com metanol/acido acético
(3:1), as laminas foram coradas com solucdo de Giemsa a 5% e analisadas no
microscopio optico com aumento de 1000x.

Para determinagdo da frequéncia de células micronucleadas foram analisadas
1000 células binucleadas em cada lamina. Para determinacdo do indice de divisdo
nuclear (IDN) foram analisadas 500 células em cada lamina. O IDN foi calculado como
descrito por Fenech (2000):

M1 +2xM2+3xM3+4xM4

IDN
N

Onde M1-M4 é o nimero de células com 1-4 nlcleos e N é o nimero total de

células viaveis.

4.9. Quantificacao das espécies reativas de oxigénio

A producéo de espécies reativas de oxigénio foi quantificada usando diacetato de
2,7-diclorofluoresceina  (DCFH-DA) como marcador fluorescente (RODENAK-
KLADNIEW et al., 2018; LIN et al., 2012). Inicialmente, 7 x 10* células foram
plaqueadas em placas de 96 pogos especificas para leitor de placa com fluorescéncia.
Apbs 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas concentra¢fes 50, 100 e
150 uM por 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Apos
o tratamento, as células foram lavadas com solucdo de Hanks e incubadas com uma
solugdo de DCFH-DA a 10 pM, preparada em meio de cultura sem vermelho de fenol,
por 30 minutos a 37°C e protegidas da luz. Apds a marcacao, as células foram lavadas e
meio de cultura sem vermelho de fenol foi adicionado. A leitura de fluorescéncia foi
feita em leitor de placa com fluorescéncia usando os comprimentos de ondas de 485 nm

para excitagcdo e 535 nm para emissao.

4.10. Progressao do ciclo celular
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Para avaliar a cinética do ciclo celular 2 x 10° células foram plaqueadas em
placas de 12 pocos. Apds 24 horas, as celulas foram tratadas com diferentes
concentragOes de resveratrol (50, 100 e 150 uM) por 24 horas. Apés o tratamento, as
células foram lavadas com solugbes de Hanks, removidas utilizando tripsina e
centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos. O sedimento formado foi fixado com etanol
70% e mantido a -20°C por pelo menos 12 horas (BRASSESCO et al., 2013).

No momento da leitura a solucdo fixadora foi removida apds centrifugagéo a
1100 rpm por 10 minutos, as células foram lavadas com solucdo de Hanks, novamente
centrifugadas e ressuspensas em 200 uL de solucdo de marcacdo (0,0914 g de cloreto de
magnésio; 0,0774 g de citrato de sodio; 0,04766 g de hepes; 10 uL de triton-X, 0,5 mL
de iodeto de propideo, 9,490 mL de agua, adaptado de GALBRAITH et al., 1983). As
células forma mantidas em gelo e protegidas da luz por pelo menos 30 minutos antes da
leitura. A percentagem de células nas fases GO/G1, S e G2/M foi medida utilizando
citometro de fluxo (BD FACSCalibur) e posteriormente analisadas utilizando o
software FlowJo. Foram analisados 30.000 eventos e as analises conduzidas em

triplicata.

4.11. Ensaio de apoptose/necrose

Para avaliar a taxa de apoptose celular foi utilizado o kit FITC AnnexinV/Dead
Cell Apoptosis (Invitrogen). Foram plaqueadas 2 x 10° células em placas de 12 pogos.
Apo6s 24 horas, as células foram tratadas com diferentes concentragdes de resveratrol
(50, 100 e 150 pM) por 24 horas. Apos o tratamento, as células foram lavadas com
solugdo de Hanks, removidas utilizando tripsina e centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos. Outra lavagem foi feita com solucdo de Hanks e as células foram novamente
centrifugadas (1000 rpm, 10 minutos). Posteriormente foi feita a marcagdo com iodeto
de propideo e anexina V seguindo o indicado pelo protocolo do kit. A percentagem de
células ndo marcadas ou marcados por iodeto de propideo e/ou anexina V foi medida
utilizando citbmetro de fluxo (BD FACSCalibur) e posteriormente analisadas utilizando
0 software FlowJo. Células ndo marcadas foram classificadas com vivas, células
marcadas apenas com anexina foram classificadas como apoptose recente, células
marcadas com anexina e iodeto de propideo foram classificadas como apoptose tardia e
células marcadas apenas como iodeto de propideo foram classificadas como necrose.

Foram analisados 50.000 eventos e as analises conduzidas em triplicata.
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4.12. Ensaio de migragéo celular

Para avaliacdo da migracdo celular foi utilizado o ensaio de cicatrizacdo de
feridas como descrito por Gandara e colaboradores (2014) com pequenas modificacGes.
Inicialmente, 5 x 10° células foram plaqueadas em placas de 12 pogos. Apds 24 horas, a
monocamada de células foi raspada com o auxilio de uma ponteira de 200 pL
esterilizada para criar uma ferida. As células foram lavadas, fotografadas e
posteriormente tratadas com 150 UM resveratrol por 24 horas. Células nao tratadas
foram usadas como controle (CNT). Ao fim do tratamento, a migragdo celular foi
fotografada. A quantificacdo de motilidade celular foi realizada usando o software
ImageJ medindo-se a distancia entre a frente invasora das células em 3 campos

selecionados aleatoriamente.

4.13. Quantificagdo da metilacéo global

Para avaliar a quantidade de DNA metilado ap6s o tratamento com resveratrol,
1x10° células foram plaqueadas em frascos de cultura de 25 cm® Apds 24 horas, as
células foram tratadas com 150 de resveratrol por 24 horas. Apds o tratamento, as
células foram coletadas e o DNA foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic
(Promega). A quantidade de DNA metilado foi determinada utilizando o kit Imprint®
Methylated DNA Quantification (Sigma-Aldrich). Em resumo, 100 ng de DNA foram
diluidos em 30 pL de solugdo de ligagdo de DNA e adicionados em cada pogo da placa
de 96 pocos. Apos incubacdo, o anticorpo de captura foi adicionado e a placa foi
incubada novamente. Em seguida, a placa foi lavada e o anticorpo de deteccdo foi
adicionado. Apds nova incubacdo, a placa foi lavada e a solucdo reveladora foi
adicionada. A mudanca de coloragdo foi monitora e finalmente, a absorbancia foi
medida a 450 nm. Os valores de absorbancia foram proporcionais a quantidade de DNA
metilado. Foi utilizado o célculo direto para determinar a porcentagem de DNA

metilado. O célculo utilizado para apresentacdo dos resultados foi:
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) absorbancia das células tratadas
% de DNA metilado = — - — x 100
absorbancia das células nao tratadas

4.14. Imunocitoquimica

Para avaliacdo do efeito do resveratrol sobre as proteinas p53 e PCNA, as
células foram processadas pela técnica de IHC, utilizando anticorpos monoclonais e o
sistema EnVision Dakocytomation (EnVision® + system-HRP AEC, K4004, DAKO).

Foram plaqueadas 2 x 10* células em laminas do tipo “Chamber Slides”. Apds
24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas concentra¢ées 50, 100 e 150 uM
por 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle (CNT). Apds o
tratamento, as células foram incubadas com anticorpo primario, durante a noite, em
camara Umida a temperatura de 4 a 8° C. A concentracéo dos anticorpos foi definida por
testes de diluicdo. Os anticorpos foram diluidos em Tris-HCI 0,05M contendo Tween
0,1% (antibody diluent; S3022, DAKO). Como controle negativo foi utilizado um
coquetel de imunoglobulinas de camundongos — 1gG1, IgG2a, 1gG2b, 1gG3 e IgM
(Universal Negative Control Reagent; 1S750, DAKO). Apds a incubacdo com o
anticorpo primario, foram realizadas 3 lavagens em solucdo de TBST (5 minutos cada) e
as laminas incubadas com anticorpo secundario ligado a enzima peroxidase (goat anti
IgG mouse conjugado com polimero marcado com peroxidase), por 60 minutos, a
temperatura ambiente. Apds a revelacdo com o substrato cromégeno (3-amino-9-
ethylcarbazole e H20>), as laminas foram lavadas 3 vezes (5 minutos cada) em agua
destilada. Em seguida, as laminas foram imersas durante 6 minutos em Hematoxilina de
Mayer (DAKO), lavadas novamente com agua destilada e, finalmente, mergulhadas em
uma solucdo de hidroxido de amdnio 37 mM (LabSynth) por 10 vezes e montadas com
meio aquoso (Faramount Mounting Medium, S3025, DAKO). As laminulas,
previamente limpas com detergente extran e alcool 70%, foram fixadas a lamina. As
laminas foram fotografadas com o programa de captura de imagem Leica Application

Suite. A analise quantitativa de PCNA foi realizada utilizando o software ImageJ.

4.15. Avaliacéo de expressao génica

4.15.1. Extracao de RNA
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Para avaliacdo da expressdo génica, 1x10° células foram plaqueadas em frascos
de cultura de 25 cm®. Ap6s 24 horas, as células foram tratadas com resveratrol nas
concentragfes 50, 100 e 150 puM por 24 horas. Células ndo tratadas foram utilizadas
como controle (CNT). Apos o tratamento, as células foram lavadas com solucdo de
Hanks, tripsinizadas, coletadas em microtubos e armazenadas a -80°C até o momento da
extragdo.

A extracdo de RNA foi realizada utilizando-se o kit miRNeasy Mini (Qiagen®).
Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com o especificado no protocolo

do fabricante. As amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop.

4.15.2. Andlise da expresséo de genes por PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR)

A sintese de cDNA foi feita utilizando-se o kit High Capacity (Applied
Biosystems), segundo instrugdes do fabricante. A reagéo foi feita com 12,5 uL de H20
DNAse RNAse free, 6 uL de tampdo RT 10X, 6 uL de random primer 10X, 2,5 uL de
dNTP 25X, 3 uL de MultiScribe RT (50U/uL) e 1 pg de RNA), usando as seguintes
condigdes 25 °C por 10 minutos e 37 °C por 60 minutos.

Os niveis de expressdao dos genes AKT (Hs01086102), CDH1 (Hs00170423),
CTNNBIP1 (Hs00172016), DNMT1 (Hs00945875), FGFR3 (Hs00179829), HAT
(Hs00186320), HDAC1 (Hs02621185), HOXB3 (Hs01587922), mTOR (Hs00234508),
MYC (Hs01570247), PLK1 (Hs00983229), RASSF1A (Hs00200394), SMAD4
(Hs00929647) e SRC (Hs01082246) foram analisados utilizando o sistema TagMan®
(Applied Biosystems). O gene de referéncia utilizado foi o GAPDH (Hs99999905 m1).
A reacdo foi feita com 2 pL da amostra de cDNA, 5 pL de Master Mix TaqgMan 2x e 0.5
pL do primer (20x), usando as seguintes condi¢des: 94 °C por 10 minutos seguido por
40 ciclos a 94 °C por 30 segundos e 60 °C por 1 minuto, no sistema Applied Biosystems
7500 RealTime PCR. Os dados de fluorescéncia foram coletados durante cada etapa de
anelamento/extenséo.

As analises foram feitas pelo método do CT Comparativo (AACT), que se
fundamenta na formula 222, na qual o AACT = média do ACT (grupo tratado) - média
do ACT (grupo calibrador). O ACT ¢ a diferenca entre o CT do gene de interesse € o CT
do gene enddgeno. O grupo calibrador é uma mistura de cDNA do grupo CNT.
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Os valores de fold change e fold regulation foram calculados como descrito por
Livak e Schmittgen (2001). Fold regulation representa os resultados de fold change de
uma maneira biologicamente significativa. Valores de fold change maiores que 1
indicam regulacéo positiva e o valor do fold regulation é igual o valor de fold change.
Valores de fold change menores que 1 indicam regulacdo negativa e o valor de fold

regulation é o inverso negativo do valor de fold change.

4.16. Analise estatistica

O software GraphPad Prism 6 foi utilizado nas analises estatisticas dos
resultados. Como os dados apresentaram distribuicdo normal, utilizou-se o teste
ANOVA seguido do teste de comparacdo maltipla de Tukey. Adotou-se o intervalo de

confianca de 95% e as diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.
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RESULTADOS




5. RESULTADOS

5.1. Citotoxicidade e Proliferacéo Celular

A citotoxidade e a inibicdo da proliferacdo celular causadas por diferentes
concentracdes de resveratrol nas linhagens celulares RT4, 5637 e T24 foram avaliadas
imediatamente e 24 horas ap6s o tratamento, respectivamente. Trés metodologias com
principios distintos (ensaio de XTT, absor¢do de vermelho neutro e exclusdo de azul de

tripan) foram utilizadas para a avaliacdo da viabilidade celular.

5.1.1. Ensaio de XTT

Os resultados de citotoxicidade pela metodologia do XTT s&o apresentados na
Figura 3-A. Pode-se observar que o resveratrol causou reducdo significativa do nimero
de células viaveis apenas na linhagem T24, nas duas maiores concentracfes avaliadas
(150 e 200 pM), sendo o Clso = 179,26 uM. Na Figura 3-B temos os resultados do
experimento de proliferagdo celular. Pode-se observar que todas as concentracdes de
resveratrol avaliadas causaram reducdo significativa do nimero de células viaveis nas
linhagens RT4 e T24. Na linhagem 5637, o resveratrol reduziu a viabilidade celular a
partir da concentragdo de 50 pM. Os valores de Clsp calculados foram 30,29 uM para a
linhagem RT4, 171,48 uM para a linhagem 5637 e 10,16 uM para a linhagem T24.
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Figura 3: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) das linhagens RT4, 5637 e T24
imediatamente (A) e 24 horas (B) ap6s o tratamento com resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO:
controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relacdo ao CNT.
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5.1.2. Ensaio de absorcéo de vermelho neutro

Na Figura 4-A sdo apresentados os resultados de citotoxicidade pela
metodologia do vermelho neutro. Pode-se observar que houve reducao significativa do
numero de células viaveis na linhagem RT4 a partir da concentracdo de 50 uM de
resveratrol, enquanto que nas linhagens T24 e 5637 esse efeito foi notado a partir da
concentragdo de 100 uM. Os valores de Clso para as linhagens celulares RT4, 5637 e
T24 foram 97,11 uM, 220,08 uM e 198,38 uM, respectivamente.

Na Figura 4-B sdo apresentados os resultados do experimento de proliferacéo
celular. Pode-se observar que todas as concentragdes de resveratrol avaliadas, exceto a
menor (12,5 uM), causaram reducdo significativa do nimero de células vidveis em
todas as linhagens estudas. Os valores de Clso calculados foram 76,60 UM para a
linhagem RT4, 132,59 uM para a linhagem 5637 e 50,52 UM para a linhagem T24.
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Figura 4: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) das linhagens RT4, 5637 e T24
imediatamente (A) e 24 horas (B) ap0s o tratamento com resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO:
controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relacdo ao CNT.
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5.1.3. Ensaio de exclusdo de azul de tripan

Os resultados de citotoxicidade pelo método de exclusdo de azul de tripan sdo
apresentados na Figura 5-A. Pode-se observar que houve reducdo significativa do
numero de células viaveis na linhagem RT4 a partir da concentracdo de 50 UM de
resveratrol, enquanto que na linhagem 5637 esse efeito foi observado a partir da
concentracdo de 100 M. Na linhagem T24 apenas na maior concentragdo avaliada (200
HM) houve reducdo significativa da viabilidade celular. Os valores calculados de Clso
foram 83,58 uM para a linhagem RT4, 148,58 uM para a linhagem 5637 e 163,16 uM
para a linhagem T24.

Na Figura 5-B séo apresentados os resultados do experimento de proliferacéo
celular. Pode-se observar que houve reducéo significativa da proliferacdo celular nas
linhagens RT4 e 5637 a partir da concentracdo de 50 uM de resveratrol, enquanto que
na linhagem T24 a reducdo da proliferacdo celular foi observada a partir da
concentragdo de 25 pM. Os valores calculados de Clso foram 62,57 UM para a linhagem
RT4, 93,61 uM para a linhagem 5637 e 31,84 UM para a linhagem T24.
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Figura 5: Porcentagem de células viaveis (escala logaritmica) das linhagens RT4, 5637 e T24
imediatamente (A) e 24 horas (B) apds o tratamento com resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO:
controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relacdo ao CNT.
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5.2. Avaliacao da morfologia

As fotografias em contraste de fase das células das linhagens RT4, 5637 e T24
sdo apresentadas na Figura 6. Pode-se observar a presenca de células T24 e 5637
alongadas ap6s o tratamento com resveratrol. Além disso, um ndmero menor de células
foi observado em todas as culturas celulares tratadas com resveratrol quando

comparadas com seus respectivos controles.

RT4 5637 T24

Figura 6: Morfologia celular das linhagens RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com diferentes
concentragdes de resveratrol. Redugdo do nimero de células apés o tratamento com resveratrol em todas
as linhagens. Setas: células alongadas. Microscépio 6tico com contraste de fase, aumento de 200x. CNT:
controle ndo tratado.

5.3. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica
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Os resultados do teste de sobrevivéncia clonogénica estdo apresentados na
Figura 7. Pode-se observar que nas linhagens T24 e 5637 houve reducdo significativa
do numero de colbnias formadas nas células tratadas com 50, 100 e 150 pM de
resveratrol. Na linhagem RT4, a reducdo do nimero de col6nias foi significativa apenas

nas celulas tratadas com a maior concentracdo avaliada (150 puM).
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Figura 7: Porcentagem de coldnias de células das linhagens RT4, 5637 e T24, aproximadamente 10 dias
apos o tratamento com resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES:
resveratrol. * p < 0,05 em relagdo ao CNT.

5.4. Teste do cometa

Os resultados do teste do cometa séo apresentados na Figura 8. Pode-se observar
que o tratamento com resveratrol em todas as concentracGes estudadas gerou danos
primarios ao DNA nas linhagens RT4, 5637 e T24, tanto em 2 horas quanto em 24

horas de tratamento.
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Figura 8: Danos primarios ao DNA (intensidade da cauda do cometa) em células RT4, 5637 e T24
tratadas com resveratrol por 2 (A) ou 24 horas (B). CNT: controle néo tratado, DMSO: controle DMSO,
Controle posivito: metil metano sulfonato 80 uM, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relacdo ao CNT.

5.5. Progresséao do ciclo celular

Na Figura 9 sdo apresentados os resultados da analise do ciclo celular apos o
tratamento com diferentes concentracGes de resveratrol. Nas células da linhagem RT4

foi observado que o tratamento com resveratrol causou um aumento significativo do
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numero de células em sub-G1, acompanhado por uma reducdo do nimero de células em
GO0/G1 e em G2/M. Na linhagem 5637 houve um aumento significativo do niumero de
células na fase S com uma reducdo significativa na fase G2/M. O mesmo efeito pode ser
observado para as células da linhagem T24, na quais também ocorreu um aumento

significativo do numero de células em sub-G1 apd6s o tratamento com 150 uM de
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Figura 9: Histogramas representativos da progresséo do ciclo celular. CNT: Controle ndo tratado. RES:

resveratrol. * p < 0,05 em relagdo ao CNT.

5.6. Ensaio de apoptose/necrose

Na Figura 10 sdo apresentados os graficos representativos dos experimentos de
apoptose para cada concentragéo avaliada de cada linhagem estudada. Pode-se observar
gue na linhagem RT4 o tratamento com resveratrol induziu apoptose nas duas maiores
concentracdes avaliadas, enquanto que na linhagem T24 o tratamento com resveratrol
induziu necrose nas duas maiores concentracOes avaliadas. Nas células da linhagem

5637, nenhuma alteracgdo significativa foi observada ap6s o tratamento com resveratrol.
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Figura 10: indices de apoptose e necrose nas células das linhagens RT4, 5637 e T24 ap0s o tratamento
com resveratrol. CNT: controle ndo tratado, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relagdo ao CNT.

5.7. Ensaio de migracéo celular

Na Figura 11 sdo apresentados os resultados de migracdo celular. Pode-se
observar que o tratamento com resveratrol inibiu a migracdo celular em todas as
linhagens celulares estudadas. Na linhagem RT4 ocorreu 14,63 % de migracdo nas
células do grupo controle enquanto que nas células tratadas houve um aumento da ferida
em 14,34 %. Nas linhagens 5637 e T24 observamos 100% de migracdo nas células do
grupo controle ndo tratado enquanto que nas células tratadas houve um aumento da
ferida em 2,03 a 19,38 % respectivamente. O aumento da ferida observado nas células

tratadas ocorreu provavelmente devido a morte celular.
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Figura 11: Fotografias e quantificacdo da migracdo celular nas linhagens RT4 (A e B), 5637 (C e D) e
T24 (E e F) apds tratamento com resveratrol. CNT: Controle néo tratado, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

5.8. Quantificacao das espécies reativas de oxigénio
Os resultados da quantificacdo de espécies reativas de oxigénio sdo mostrados na

Figura 12. Nas células da linhagem RT4 houve um aumento significativo da producéo

de espécies reativas de oxigénio ap0s o tratamento com resveratrol em todas as
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concentracdes avaliadas. Nas linhagens 5637 e T24 o aumento na producdo de espécies

reativas foi significativo apds o tratamento com 100 e 150 uM de resveratrol.
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Figura 12: Producdo de espécies reativas de oxigénio em células das linhagens RT4, 5637 e T24 apds o
tratamento com resveratrol. CNT: controle ndo tratado. DMSO: controle DMSO, RES: resveratrol. * p <

0,05 em relacdo ao CNT.

5.9. Quantificacdo da metilacdo global do DNA

Os resultados da quantificacdo da metilacdo global do DNA s&o apresentados na

Tabela 1. N&o houve alteragdo significativa da metilgdo global apos o tratamento com

resveratrol. A porcentagem média de metilacdo do DNA em rela¢do ao controle ndo

tratado foi 90,88 % para as células RT4, 122,43% para as células 5637 e 115,57% para

as células T24.
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Tabela 1: Metilacdo global do DNA em células das linhagens RT4, 5637 e T24 ap6s o

tratamento com resveratrol.

DNA metilado

(% em relagcdo ao CNT)

CNT DMSO RES 150 uM
RT4 100 94,52+0,15 90,88 + 0,05
5637 100 99,35+0,05 122,43+0,03

T24 100 98,32+0,17 11557+0,04

CNT: controle ndo tratado. DMSO: controle de DMSO. RES: resveratrol

5.10. Teste do micronucleo com bloqueio da citocinese

Os resultados do teste do micronlcleo sdo apresentados na Tabela 2. Pode-se
observar que o tratamento com resveratrol ndo gerou danos mutagénicos em nenhuma

das linhagens celulares estudadas.

Tabela 2: Frequéncia de células RT4, 5637 e T24 micronucleadas (%.) ap0s o

tratamento com resveratrol

Controle RES RES RES
CNT DMSO N
positivo 50 uM 100 uM 150 uM
RT4 0 0 0,011 £ 0,002* 0 0 0

5637  0,003+0,001 0,002+0,001 0,013+0,001* 0,002+0,001 0,003+0,001 0,001+0,001

T24 0,004 +0,001 0,003+0,001 0,014 +0,004* 0,004+0,001 0,001+0,001 0,002+0,001

CNT: controle ndo tratado, DMSQO: controle DMSO, Controle positivo: Doxorrubicina: 0,4 g/mL, RES:

resveratrol. * p < 0,05 em relagdo ao CNT.
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Os valores de IDH séo apresentados na Tabela 3. Pode-se observar que houve

reducdo do IDN em todas as linhagens tumorais ap6s o tratamento com resveratrol.

Tabela 3: indice de divisdo nuclear para as células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento

com resveratrol.

RES RES RES
Controle DMSO
50 uM 100 uM 150 uM

RT4 1824+0,034 1,778+0,038 1,727+0,058 1,645+ 0,052* 1,415+ 0,036*
5637 1,805+0,015 1,837+0,016 1,815+0,013 1,744+0,006* 1,737 +0,012*

124 1,887+0,005 1925+0,019 1,774+0,012* 1,695+0,003* 1,629 +0,007*

CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em relagdo ao CNT.

5.11. Imunocitoquimica

Na Figura 13 pode-se obeservar os diferentes perfis de expressdo da proteina
p53, marcada em vermelho, nas linhagens tumorais estudadas. Observa-se uma
marcacdo mais intensa nas linhagens 5637 e T24, e praticamente nenhuma marcacao em
RT4. N&o foram observadas alteracdes na expressao da proteina apds o tratamento com

resveratrol (dados ndo apresentados).

RT4 a'é & 5637 “.(.'. ‘-:.--_ T24

R . “ . : ’ .' : .s"; e

EN - 4 .("pi;".. »"." Y ) {i:?;
Figura 13: Expressdo da proteina p53 nas células das linhagens RT4, 5637 e T24. A proteina p53 esta
marcada em vermelho. Aumento de 100x.
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Na Figura 14-A sdo apresentados os resultados da analise quantitativa realizada
para a proteina PCNA. O tratamento com resveratrol causou uma reducdo significativa
dos niveis de PCNA nuclear nas células das linhagens T24. Nas linhagens RT4 e 5637
ndo houve modulacdo dos niveis dessa proteina apos o tratamento. Na Figura 14-B €

possivel observar a presenca de PCNA citoplasmatico em todas as linhagens celulares.
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Figura 14: (A) Quantificacdo dos niveis de PCNA nuclear em células das Imhagens RT4, 5637 e T24
apos o tratamento com resveratrol. (B) Expressao da proteina PCNA nas células das linhagens RT4, 5637
e T24. A proteina PCNA esta marcada em vermelho. CNT: controle ndo tratado, RES: resveratrol. * p <
0,05 em relacdo ao CNT.

5.12. Avaliacdo de expressao génica
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Avaliou-se a influéncia do tratamento com resveratrol na expressdo de 11 genes
relacionados aos processos de tumorigénese, sendo eles: AKT, CDH1, CTNNBIP1,
FGFR3, HOXB3, mTOR, MYC, PLK1, RASSF1A, SMAD4 e SRC. Além disso, avaliou-
se também a modulacdo do resveratrol na expressdo de trés genes relacionados aos
processos epigenéticos de metilagio do DNA (DNMT1) e acetilacdo de histonas
(HDAC1 e HAT). Os resultados de expressdo génica ap6s o tratamento com resveratrol
sdo mostrados nas Figuras 15-28.

Na Figura 15 sdo apresentados os resultados da expressdo do gene AKT apos o
tratamento com resveratrol. Pode-se observar que o tratamento com resveratrol nas
concentragdes de 100 e 150 uM causou reducéo significativa da expressdo do gene AKT
nas células da linhagem RT4. Nas linhagens 5637 e T24, o tratamento com resveratrol

ndo causou nenhuma alteracdo na expressdo desse gene.

[ RrRT4
47 l @ 5637
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Figura 15: Niveis relativos de mRNA de AKT em células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Na Figura 16 sdo apresentados os resultados da expressdo do gene CDH1 apds o
tratamento com resveratrol. Pode-se observar que o tratamento com resveratrol na maior
concentracdo avaliada (150 pM) causou aumento da expressdo desse gene nas células
das linhagens RT4 e T24. Nas células da linhagem 5637 o aumento da expressdo de
CDHL1 foi observado a partir de 100 puM.
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Figura 16: Niveis relativos de mRNA de CDH1 em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Na Figura 17 s&o apresentados os resultados da expressdo do gene CTNNBIP1
apos o tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem 5637 houve aumento da
expressao desse gene em todas as concentraces estudadas enquanto que nas células
T24 o aumento foi significativo na maior concentracdo. Na linhagem RT4 ndo houve

modulacdo da expressdo desse gene apds o tratamento com resveratrol.
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Figura 17: Niveis relativos de mRNA de CTNNBIP1 em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento
com resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.
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Na Figura 18 sdo apresentados os resultados da expressao do gene DNMT1 ap6s
0 tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem RT4, o tratamento com
resveratrol nas concentracdes de 100 e 150 puM causou reducdo significativa da
expressao desse gene. Nas linhagens 5637 e T24, o tratamento com resveratrol nédo

causou nenhuma alteracdo na expressao desse gene.
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Figura 18: Niveis relativos de mMRNA de DNMT1 em células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Os resultados da expressao do gene FGFR3 apds o tratamento com resveratrol
séo apresentados na Figura 19. O tratamento com resveratrol nas concentragdes de 100 e
150 uM causou aumento significativo da expressdo desse gene nas células T24. Nas
linhagens RT4 e 5637, o tratamento com resveratrol ndo causou nenhuma alteragdo na

expressao desse gene.
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Figura 19: Niveis relativos de mMRNA de FGFR3 em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Na Figura 20 sdo apresentados os resultados da expressdo do gene HAT apos o
tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem T24, o tratamento com resveratrol,
em todas as concentracOes avaliadas, causou reducdo da expressdo do gene HAT,
enquanto que nas células da linhagem RT4 apenas a maior concentracdo de resveratrol
gerou esse mesmo efeito. Ndo houve modificacdo da expressdo desse gene apOs o

tratamento nas células da linhagem 5637.
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Figura 20: Niveis relativos de mRNA de HAT em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.
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Na Figura 21 sdo apresentados os resultados da expressdo do gene HDAC1 apos
o tratamento com resveratrol. N&o houve modificacdo da expressdo desse gene apds o

tratamento em nenhuma das linhagens estudadas.
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Figura 21: Niveis relativos de mMRNA de HDAC1 em células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol.

Na Figura 22 sdo apresentados os resultados da expressao do gene HOXB3 ap06s
0 tratamento com resveratrol. Na linhagem T24, a maior concentracdo avaliada de
resveratrol (150 pM) causou reducdo significativa da expressdo desse gene. Na
linhagem RT4, o tratamento com resveratrol nas concentrac6es de 100 e 150 uM causou
reducdo significativa da expressdo de HOXB3. N&o houve alteracdo significativa da

expressao desse gene nas células da linhagem 5637.
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Figura 22: Niveis relativos de mMRNA de HOXB3 em células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Na Figura 23 sdo apresentados os resultados da expressdo do gene mTOR apds o
tratamento com resveratrol. A maior concentracdo avaliada de resveratrol (150 pM)
causou reducdo significativa da expressdo desse gene nas células da linhagem RT4. Nas
linhagens 5637 e T24, o tratamento ndo causou nenhuma alteracdo na expressdo desse

gene.
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Figura 23: Niveis relativos de mRNA de MTOR em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.
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Na Figura 24 sdo apresentados os resultados da expressdo do gene MYC apds o
tratamento com resveratrol. Pode-se observar que o tratamento ndo causou nenhuma

alteracdo da expresséo deste gene nas linhagens estudadas.
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Figura 24: Niveis relativos de mRNA de MYC em células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Na Figura 25 pode-se observar os resultados da expressdo do gene PLK1 apds o
tratamento com resveratrol. Nas trés linhagens estudadas, o tratamento com resveratrol
nas concentracdes de 100 e 150 uM causou uma reducdo significativa da expressao

desse gene.
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Figura 25: Niveis relativos de mRNA de PLK1 em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em

relacdo ao CNT.

Na Figura 26 séo apresentados os resultados da expressdo do gene RASSF1A

apos o tratamento com resveratrol. A maior concentracdo avaliada de resveratrol causou

aumento significativo da expressao desse gene na linhagem T24. Nas linhagens RT4 e

5637 o tratamento ndo causou nenhuma alteragdo na expressao desse gene.
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Figura 26: Niveis relativos de mRNA de RASSF1A em células RT4, 5637 e T24 ap6s o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em

relacdo ao CNT.
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Na Figura 27 séo apresentados os resultados da expressao do gene SMAD4. Na
linhagem RT4 houve reducdo da expressdo desse gene apOs O tratamento com
resveratrol em todas as concentracGes avaliadas. Nas células das linhagens 5637 e T24

ndo houve modulacéo da expressao desse gene pelo resveratrol.
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Figura 27: Niveis relativos de mRNA de SMAD4 em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Na Figura 28 sdo apresentados os resultados da expressao do gene SRC ap0s o
tratamento com resveratrol. Nas células da linhagem RT4, o tratamento com resveratrol
na maior concentracdo avaliada (150 pM) causou uma reducdo significativa da
expressdo desse gene. Nas linhagens 5637 e T24, o tratamento ndo causou nenhuma

alteracdo na expressao desse gene.
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Figura 28: Niveis relativos de mRNA de SRC em células RT4, 5637 e T24 apds o tratamento com
resveratrol. CNT: controle ndo tratado, DMSO: controle de DMSO, RES: resveratrol. * p < 0,05 em
relacdo ao CNT.

Os valores de fold change séo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Valores de fold change calculados para as células das linhagens RT4, 5637 e
T24 apos o tratamento com resveratrol

RT4 5637 T24

Concentracoes
(LM)

50 100 150 50 100 150 50 100 150

AKT 09 068 030 066 068 076 146 091 121
CDH1 125 132 249 148 192 365 059 036 1,83
CTNNB1P1 128 098 148 158 213 265 092 232 481
DNMT1 09% 044 028 109 094 092 172 194 190
FGFR3 121 177 067 221 599 449 364 6,11 6,11
HAT 186 138 067 116 099 094 039 0,24 0,27
HDAC 08 091 046 122 098 108 128 220 2,02
HOXB3 09 030 029 101 097 05 058 033 014
mTOR 107 099 053 076 123 161 150 140 214
MYC 176 235 187 106 097 107 058 086 0,98
PLK1 100 004 003 040 029 028 131 054 0,48
RASSF1IA 097 098 093 059 044 036 206 13,39 106,3
SMAD4 022 015 023 09 118 136 086 121 1,77
SRC 130 101 o042 121 103 117 132 087 1,10

Genes

Nas Figuras 29 e 30 séo apresentados os efeitos e mecanismos de agdo do
resveratrol nas linhagens tumorais selvagem e mutadas para o gene TP53,

respectivamente.
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Figura 29: Efeitos e mecanismo de acdo do resveratrol na linhagem celular RT4 (TP53 selvagem).
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Figura 30: Efeitos e mecanismo de acdo do resveratrol nas linhagens celulares com mutacdo no gene

TP53.
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6. DISCUSSAO

MutagOes no gene supressor tumoral TP53 sdo muito comuns no cancer de
bexiga (NISHIYAMA et al., 2008) e influenciam o prognostico e a resposta a
quimioterapia (WELLER, 1998). Dessa forma, os efeitos do resveratrol em linhagens
celulares de carcinoma urotelial com diferentes status do gene TP53 foram avaliados. A
linhagem 5637 apresenta duas muta¢des no gene TP53, uma no codon 72 (Arg > Pro) e
uma no cédon 280 (Arg > Thr), levando a alteracBes no dominio central da proteina
p53, que impede sua ligacdo ao DNA. Na linhagem T24, o gene TP53 possui delecdo da
tirosina 126, levando a mutagdo no dominio de transativacdo. Esse tipo de mutagdo nao
altera a ligacdo da proteina p53 ao DNA, preservando em parte as atividades de TP53
(CORDON-CARDO et al., 1994). Uma caracteristica da proteina p53 mutada é que ela
geralmente se torna estavel e se acumula em niveis muito altos nas células (MULLER,
VOUSDEN, 2013; FREED-PASTOR, PRIVES, 2012). Isto pode ser confirmado neste
estudo pela imunocitoquimica para p53, na qual pode-se observar um acimulo de p53
nas linhagens mutadas e praticamente nenhuma marcacgéo na linhagem selvagem.

Existe uma ampla variedade de testes para analisar a viabilidade de células. A
escolha de qual teste utilizar vai depender da limitacdo de cada ensaio, da facilidade e
velocidade de uso, além dos recursos e equipamentos disponiveis no laboratério
(MASSON-MEYERS et al., 2016). Neste estudo, trés métodos foram utilizados para
avaliar os danos citotoxicos do resveratrol. O método de XTT baseia-se na capacidade
das enzimas mitocondriais desidrogenases, presentes nas células viaveis, em reduzir o
sal XTT (3-bis[2-etoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-tetraz6lio-5-carboxanilida) em um
produto formazan laranja, solivel em agua (ROEHM et al.,, 1991). O método do
vermelho neutro utiliza a capacidade do composto vermelho neutro (cloridrato de 3-
amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina), um corante vital solivel em agua, em passar
pela membrana plasmatica e tornar-se concentrado nos lisossomos de células viaveis
(TRIGLIA et al., 1991). O ensaio de exclusdo do azul de tripan baseia-se na integridade
da membrana celular, uma vez que as células com membranas integras sdo
impermeaveis a esse corante polar (TRAN et al., 2011).

Danos citotoxicos causados pelo resveratrol foram detectados em todas as
linhagens estudadas. Além disso, é possivel observar que a metodologia de vermelho

neutro foi mais sensivel para detectar a morte celular nas condi¢es avaliadas. Varios
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autores tém confirmado a maior sensibilidade do vermelho neutro em relacdo a métodos
baseados na reducgéo de sais de tetrazolium (ALI et al., 2018; GOMEZ-PEREZ et al.,
2017; REPETTO et al., 2008) e exclusdo do azul de tripan (LEIGH et al., 2018).
Aparentemente, a quantidade de corante vermelho neutro absorvida pelos lisossomos é
maior do que a quantidade de sal de tetrazolium reduzida pelas mitocondrias
(BORENFREUND et al., 1988). Em relacdo ao método de exclusdo do azul de tripan,
quando utilizado para um grande nimero de amostras, pode fornecer resultados com
menor precisao devido ao longo tempo de execucéo e de analise no microscopio (KIM
et al., 2011). E importante ressaltar que além das limitacdes de cada metodologia
utilizada para avaliar a citotoxicidade, as diferencas encontradas podem refletir
diferengas na suscetibilidade de cada alvo avaliado no teste, ou seja, maior
sucetibilidade da membrana celular, do lisossomo ou do metabolismo mitocondrial ao
resveratrol (MASSON-MEYER et al., 2016, ZWOLAK, 2016).

Considerando que a metodologia do vermelho neutro foi mais sensivel para
avaliacdo da citotoxicidade, podemos sugerir que a linhagem com o gene TP53
selvagem é mais sensivel aos efeitos do resveratrol do que as linhagens mutadas.
Mutacdes em TP53 estdo frequentemente ligadas a resisténcia a medicamentos padrao,
tais como cisplatina, doxorrubicina e gencitabina (HIENTZ et al., 2017). Como a
proteina p53 atua como indutor de apoptose, as mutacGes em TP53 podem proteger,
pelo menos parcialmente, dessa via de morte celular. Além disso, as funcdes de p53 se
estendem a varias formas ndo apoptéticas de morte celular e outros processos, como
reparo do DNA, autofagia e senescéncia (KRUISWIJK et al., 2015), que s&o conhecidos
por afetar as respostas aos medicamentos antineoplasicos (HE et al., 2017). De Oliveira
e colaboradores, ao avaliarem os efeitos da silibinina em células de tumor de bexiga,
também observaram que a linhagem TP53 selvagem foi mais sensivel ao tratamento
comparada com a linhagem mutada (DE OLIVEIRA et al., 2017).

Ao comparar os resultados de citotoxicidade e proliferacdo celular obtidos pelo
mesmo método pode-se observar que os valores de Clsg dos experimentos de
proliferacdo celular sdo menores que os valores de Clso dos experimentos de
citotoxicidade. Isso significa que apds 24 horas do fim do tratamento mais danos sédo
detectados, sugerindo que o resveratrol possa causar um dano no potencial reprodutivo
das celulas.

Para confirmar a hipdtese de dano na capacidade reprodutiva das células, o

experimento de sobrevivéncia clonogénica foi realizado. Este teste determina a
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capacidade de uma célula se proliferar indefinidamente, retendo a sua capacidade de
reproducdo apos ser exposta a uma substancia (MUNSHI et al., 2005). Ele permite
avaliar os efeitos a longo prazo de um composto, sendo o mais indicado para medir
morte em células tumorais (TANNOCK, LEE, 2001). Em todas as linhagens estudadas,
0 tratamento com resveratrol causou reducdo do ndmero de coldnias formadas,
confirmando seu potencial antitumoral nesses tipos celulares. A reducdo do nimero de
colbnias nas linhagens celulares foi acompanhada de reducdo da expressdo do gene
PLK1 (25- e 33,3-fold downregulation para RT4 nas concentracdes 100 e 150 pM,
respectivamente; 3,45- e 3,57-fold downregulation para 5637 nas concentraces 100 e
150 pM, respectivamente; 1,85- e 2,08-fold downregulation para T24 nas concentracfes
100 e 150 pM, respectivamente). Brassesco e colaboradores demostraram que
inibidores de PLK1 levam a inibicdo da proliferacdo celular e reducdo da formacdo de
colbnias nas mesmas linhagens tumorais de cancer de bexiga (BRASSESCO et al.,
2013).

A genotoxicidade do resveratrol foi previamente evidenciada em carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco, hepatoma e cancer de prostata (SCIFO et al., 2004;
MICHELS et al., 2006; TYAGI et al., 2011). Foi possivel demonstrar este efeito nas
células de cancer de bexiga através do aumento dos danos primarios no DNA pelo teste
do cometa. Assim, a reducdo da proliferagdo celular causada pelo resveratrol
provavelmente ocorreu devido a inducdo de danos ao DNA. Por outro lado, ndo foram
detectados efeitos mutagénicos no teste do micronicleo. Estes resultados sugerem que o
resveratrol, embora genotdxico, ndo é aneugénico ou clastogénico para células TP53
mutadas ou selvagens. Lee e colaboradores (2008) também ndo encontraram efeitos
mutagénicos em células de leucemia promielocitica apds tratamento com resveratrol.

Foi possivel observar que o tratamento com resveratrol levou a um aumento da
producéo de espécies reativas de oxigénio nas linhagens tumorais estudadas. Este efeito
pode estar diretamente relacionado com o aumento dos danos primarios ao DNA
observados no teste do cometa. Pode parecer contraditorio que o resveratrol, um
composto amplamente conhecido por seu efeito anti-oxidante, possa causar um aumento
da producdo de espécies reativas de oxigénio e gerar estresse oxidativo. Entretanto, é
importante notar que o resveratrol é um polifenol, um composto que pode agir tanto
como antioxidante quanto como pro-oxidante, dependendo de sua concentracdo, do seu
potencial redox, da presencga de ions metélicos e do pH do meio (BIASUTTO et al.,

2008). Vérios estudos tém confirmado que altas concentracdes de resveratrol induzem
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producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (SHANKAR et al., 2007; SUN et
al., 2008; LOW et al., 2010). Além disso, é bem estabelecido que a maioria dos tumores
tém baixa vascularizacdo que restringe a quantidade de nutrientes adequada, levando a
deficiéncia de oxigénio, que, por sua vez, leva a reducdo do pH das células tumorais.
Em um ambiente &cido, a protonacdo de residuos de guanina no DNA pode causa
rotacdo dessa base para fora da hélice. Este efeito pode expor o DNA e torna-lo
facilmente acessivel a agentes como o resveratrol, resultando em danos (MUQBIL et
al., 2012).

Ao avaliar as alteracdes morfoldgicas causadas pelo tratamento com resveratrol,
pode-se observar a presenca de células alongadas nas linhagens 5637 e T24. Além
disso, em todas as linhagens houve reducdo do numero de células apds o tratamento
com resveratrol, 0 que € consistente com 0s experimentos de citotoxicidade. As
alteracdes morfoldgicas encontradas e a baixa densidade celular sdo sugestivas de
parada do ciclo celular e apoptose (DA SILVA et al., 2012).

Na linhagem RT4 foi observada reducdo do IDN ap6s quatro horas de
tratamento com resveratrol, sugerindo efeito citostatico (FENECH, 2000). Entretanto,
apos 24 horas de tratamento, aumento do conteddo sub-G1, indicativo de morte celular
(CHEN et al., 2018; JAFARGHOLIZADEH et al., 2018) foi observado. Danos ao DNA
levam a ativacdo da proteina p53, o que pode levar a parada transitéria do ciclo celular
na tentativa de reparo do DNA (KIM et al., 2009; GUO, CUI, 2015). Entretanto,
dependendo da extensao dos danos, p53 leva a indugdo de morte celular, principalmente
por apoptose (VILLUNGER et al., 2003 CHIPUK et al., 2004).

O indicativo de morte celular apontado pelo aumento do conteddo sub-G1 na
linhagem RT4 foi confirmado pela detecgdo de apoptose. Esse tipo de morte celular é
comum em células TP53 selvagens, uma vez que a ativagdo desse gene aumenta a
expressao de proteinas pré-apoptéticas (ODA et al., 2000; LIU et al., 2003). Nesse
estudo, o tipo de morte celular encontrado na linhagem TP53 selvagem pode ser
explicado pela reducdo da expressdo dos genes AKT e mTOR (1,47- e 3,33-fold
downregulation para AKT em 100 e 150 pM, respectivamente; 1,89- fold
downregulation para mTOR em 150 puM), uma vez que altos niveis das proteinas dessa
via previnem a apoptose em celulas tumorais de bexiga (OKA et al., 2006). Além disso,
a reducdo da expressdao do oncogene SRC também pode estar contribuindo para a
apoptose nessa linhagem (2,38-fold downregulation em 150 pM). Esse gene age
favorecendo Vvérios tipos tumorais através do estimulo a proliferacdo celular (IRBY,
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YEATMAN, 2010). Kong e colaboradores demonstraram que a reducdo dos niveis da
proteina Src em células de cancer de bexiga leva a apoptose através da inibicdo da
fosforilagdo da proteina anti-apoptética FAK (KONG et al., 2015).

O gene HOXB3 exerce seus efeitos oncogénicos através do aumento da
proliferacdo e transformacao celular (FU et al., 2017; KROSL et al., 1998). Portanto, a
reducdo da expressdo do gene HOXB3 é outro mecanismo através do qual o resveratrol
exerce seus efeitos antiproliferativos nas células TP53 selvagem (3,33- e 4,45-fold
downregulation em 100 e 150 pM, respectivamente).

A reducdo da migracdo celular observada nas células TP53 selvagem apds o
tratamento com resveratrol foi acompanhada pela redugédo da expresséo do gene SMAD4
(4,55-, 6,67- e 4,35-fold downregulation em 50, 100 e 150 puM, respectivamente). A
relacdo entre a via de sinalizacdo Nodal/ALK/Smad4 e migracdo celular em células RT4
ja foi descrita previamente. O oncogene NODAL age regulando a migracao e a invasao
celular através da via ALK/Smad. A supressdo da expressdo de NODAL inibe a
expressao de SMADA4, resultando em inibi¢cdo da migracdo e invaséo celular (LI et al.,
2018). Yang e colaboradores (2016) também encontraram reducdo da expressdo de
SMAD4 apds tratamento com resveratrol em células de rabdomiossarcoma alveolar.

A reducdo da migracao celular nas células TP53 selvagem apds o tratamento
com resveratrol também foi acompanhada pelo aumento da expressdo do gene CDH1
(2,49-fold upregulation em 150 uM). Este gene codifica a proteina caderina 1, uma
glicoproteina de membrana que medeia a adesdo célula-célula (WIERSTRA, 2011).
Perda ou reducdo da expressdo de caderina é relatada em uma variedade de canceres,
incluindo o de bexiga (BREYER et al., 2016; RIEGER-CHRIST et al., 2001). Além de
seu papel na migracdo celular, em tumores de baixo grau, sugere-se que a baixa
expressao dessa proteina seja um determinante importante de recorréncia (HUSSEIN et
al., 2017).

O resveratrol também age nas células TP53 selvagem atraves da modulacéo de
eventos epigenéticos. A metilagdo do DNA é um componente importante para diversos
processos celulares normais, entretanto inUmeros genes tornam-se anormalmente
metilados durante a tumorigénese (ZWERGEL et al. 2016). Fang e colaboradores
demonstraram que 0 acumulo nuclear da enzima DNMT1, e consequente hipermetilagédo
do DNA, da-se atraves da via Akt/mTOR. A ativacdo dessa via leva a ativacdo da
proteina GSK3B que impede a degradagio de DNMT1 (FANG et al., 2015). Esse
mecanismo pode estar sendo bloqueado nas células RT4 apds o tratamento com
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resveratrol, uma vez que houve reducédo da expressdo dos genes DNMTL1 (2,27- e 3,57-
fold downregulation em 100 e 150 puM, respectivamente) e AKT/mTOR, contribuindo
para a restauracio da metilagio normal nessa linhagem. E importante ressaltar que
embora ndo tenha ocorrido reducdo da metilacdo global, a reducdo da expressdo de
DNMTL1 pode contribuir para a desmetilagdo de genes supressores tumorais. Qiu e
colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento com o flavondide kaempferol ndo
alterou o conteudo de 5-metilcitosina, um biomarcador de metilagdo global do DNA,
em um modelo de xenoenxerto de cancer de bexiga, mas modulou a metilacdo do DNA
em posicdes especificas.

O mecanismo epigenético de acetilacdo de histonas também é modulado pelo
resveratrol na linhagem TP53 selvagem. No cancer de bexiga sdo encontrados altos
niveis de HAT, gene que codifica a enzima responsavel pela acetilacdo de histonas,
sugerindo que esse processo esteja relacionado com a carcinogénese da bexiga
(NZUKA et al., 2009). Desta forma, a redugdo dos niveis de HAT (1,49-fold
downregulation em 150 pM) na linhagem RT4 ap6s o tratamento com resveratrol
contribui com os efeitos antiproliferativos deste composto.

Nas linhagens mutadas para o gene TP53, o tratamento com resveratrol causou
aumento do namero de células na fase S, seguido de reducdo do numero de células na
fase G2/M, mostrando parada do ciclo na fase S. A reducdo do IDN, parametro
citostatico e diretamente relacionado a replicacdo de DNA (ISTIFLI et al., 2019),
confirma este resultado. Essa parada do ciclo celular pode ser causada pela reducdo da
expressdo do gene PLK1, uma vez que sua proteina é importante para a progressao da
fase S do ciclo celular (SHEN et al., 2013).

A inibicdo da migracdo celular ap6s o tratamento com resveratrol nas linhagens
TP53 mutadas foi acompanhada pelo aumento da expressao do gene CTNNB1P1 (1,58-,
2,13- e 2,65-fold upregulation para a linhagem 5637 em 50, 100 e 150 pM,
respectivamente; 4,81-fold upregulation para a linhagem T24 em 150 uM). A proteina
codificada por esse gene ¢ um regulador negativo da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina,
cuja participacdo na regulacdo da proliferacdo e migracdo celular no cancer de bexiga
foi demonstrada previamente (YUAN et al., 2017, CHEN et al., 2018). A inibicdo da
migragéo celular nas células TP53 mutadas também foi acompanhada pelo aumento da
expressao de CDH1 apos o tratamento com resveratrol (1,92- e 3,65-fold upregulation
para a linhagem 5637 em 100 e 150 uM, respectivamente; 1,83-fold upregulation para a
linhagem T24 em 150 uM). Perda da expressdo de CDH1 é uma das caracteristicas
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observadas na transicao epitelial-mesenquimal, processo frequentemente observado na
carcinogénese no qual uma célula epitelial perde polaridade e adesdo célula-célula, além
de ganhar propriedades migratdrias e invasivas (SCHNEIDER, KOLLIGS, 2015).

Em relacdo ao tipo de morte celular causada pelo resveratrol, pode-se observar
que existe influéncia do tipo da mutacdo em TP53. Nas células T24 houve um aumento
do numero de células necréticas. Esse tipo de morte celular pode acontecer por vias
independentes de p53. Shin e colaboradores demonstraram que o tratamento com
doxorrubicina leva a quebras no DNA, o0 que gera um aumento dos niveis da proteina
PARP, mesmo na presenca de um inibidor de p53. Altos niveis dessa proteina resultam
em ativagdo exacerbada da mitocondria levando a necrose (SHIN et al., 2015). Nas
células 5637 ndo foi possivel detectar apoptose ou necrose. Assim, outro mecanismo de
morte celular, como a senescéncia, pode estar envolvido na reducdo da viabilidade
celular nessa linhagem ap0s o tratamento com resveratrol. A senescéncia celular € um
estado de parada permanente do ciclo celular que pode ser desencadeada por uma
variedade estimulos, incluindo danos no DNA e estresse oxidativo (EWALD et al.,
2010). Varios autores ja demonstraram a capacidade do resveratrol em causar
senescéncia (GAO et al., 2011; LUO et al., 2013; YANG et al., 2013).

Alguns genes foram modulados pelo tratamento com resveratrol na linhagem
T24 e nédo na linhagem 5637, confirmando a influéncia do tipo de mutacdo em TP53 na
resposta a esse composto. Modulacdo de vias relacionadas a RASSF1A/HOXB3 e sobre
0 gene HAT foram encontradas apenas na linhagem T24.

O gene RASSF1A é um supressor tumoral que desempenha funcgdes de inibicao
da proliferacdo celular (ZHAN et al., 2017). A inibicdo desse gene ocorre na maioria
dos canceres, dentre eles o de bexiga, e acontece através da hipermetilacdo de sua regido
promotora (BAYLIN, HERMAN, 2010). Palakurthy e colaboradores mostraram que o
silenciamento de RASSF1A ocorre através do oncogene HOXB3, que é capaz de induzir
a expressao de DNMT3B, um dos genes que codificam as enzimas responsaveis pela
metilacdo do DNA. Assim, a superexpressao de DNMT3B causada por HOXB3 leva a
hipermetilagédo da regido promotora de RASSF1A (PALAKURTHY et al., 2009). Neste
contexto, o resveratrol pode estar reduzindo a expressdo de DNMT3B, o que reflete na
reducdo da expressdo de HOXB3 (7,14-fold dowregulation em 150 uM) e no aumento
da expressdo de RASSF1A (106,3-fold upregulation em 150 pM). A restauracdo da
expressdo de RASSF1A contribui para os efeitos antiproliferativos do resveratrol nas
células T24.
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Outro mecanismo que contribui para os efeitos antiproliferativos do resveratrol
na linhagem T24 é a reducdo da expressao de HAT (2,56-, 4,17- e 3,70-fold
downregulation em 50, 100 e 150 uM, respectivamente), gene responsavel pela
acetilacdo de histonas. Esse evento epigenético pode levar a uma menor condensagédo
DNA e, portanto, ativa a transcricdo génica (STRAHL, ALLIS, 2000). Se os genes
transcritos sdo oncogenes, a hiperacetilagdo pode ajudar na progressdao do cancer
(WAPENAAR, DEKKER, 2016), sendo interessante sua diminuicao.

Nas células T24 também foi possivel observar que o tratamento com resveratrol
causou reducdo dos niveis de PCNA nuclear. Essa proteina é importante para diversos
processos celulares que ocorrem no nudcleo, tais como replicacdo, transcricdo e
progresséo do ciclo celular (MAGA, HUBSCHER, 2003). Outros autores demonstraram
os efeitos antiproliferativos do resveratrol através da reducdo de PCNA (LEE et al.,
2009; LIU et al.,, 2014). Além disso, € interessante notar que uma consideravel
quantidade de PCNA foi detectada no citoplasma de todas as linhagens celulares
estudadas. Naryzhny e Lee (2010) mostraram que em células cancerigenas a PCNA esta
associada com diversas proteinas citoplasmaticas, incluindo enzimas envolvidas da via
da glicolise e oncoproteinas.

Houve um aumento significativo da expressdo de FGFR3 nas células T24 apds o
tratamento com resveratrol (6,11-fold upregulation em 100 e 150 puM). Embora esse
gene esteja fortemente relacionado a tumorigénese, devido a regulacdo de diversos
processos tais como sobrevivéncia celular, proliferacdo, metastase e angiogénese
(FENG et al., 2015), esse aumento da expressdo de FGFR3 ndo é suficiente para
estimular a proliferacdo celular, uma vez que o resveratrol induz morte nessa linhagem.

A expressdo do oncogene MYC estd relacionada a transcricdo de genes
envolvidos em processos como angiogénese, metastase e migracao celular (WALZ et
al., 2014). Wang e colaboradores encontraram diminuicéo das taxas de migracéo celular
em ceélulas de cancer de mama, o que foi acompanhado por uma redugdo nos niveis de
proteina c-myc (WANG et al., 2017). Por outro lado, ndo foi detectado nenhuma
alteracéo na expressao do MYC, sugerindo que esse gene ndo esta envolvido na inibicéo
da migracdo celular pelo resveratrol nas células tumorais da bexiga avaliadas neste
estudo.

O gene HDAC codifica a proteina que faz a remocdo de grupos acetil no
processo de desacetilagcdo de histona (YUAN, MARMORSTEIN, 2013). Embora esse

processo seja importante do controle da transcri¢do, neste estudo ndo foi observado
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nenhuma alteracdo da expressdo desse gene apds o tratamento com resveratrol em

nenhuma das linhagens estudadas.
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CONCLUSAO




7. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sobre os efeitos citotdxicos e toxicogendmicos
do resveratrol em trés linhagens tumorais de bexiga (RT4 - TP53 selvagem; 5637 e T24

- TP53 mutado) permitiram as seguintes conclusdes:

- O tratamento com resveratrol € citotoxico para todas as linhagens estudadas, sendo a

linhagem TP53 selvagem mais sensivel a essa acdo do composto.

- Reducédo do numero de coldnias no ensaio de sobrevivéncia clonogénica foi detectado
em todas as linhagens ap6s o tratamento com resveratrol, e foi acompanhado da

diminuicdo da expressao do gene PLK1.

- Foi detectado o efeito prd-oxidante do resveratrol em todas as linhagens celulares
estudadas. Este efeito parece estar diretamente relacionado com o aumento dos danos

primarios ao DNA observados no teste do cometa.

- Na linhagem TP53 selvagem houve aumento significativo das taxas de apoptose ap6s
o0 tratamento com resveratrol, sendo este efeito relacionado a reducdo da expressdo dos
genes AKT, mTOR e SRC. A reducdo da migracdo celular nessa linhagem foi
acompanhada pelo aumento da expressédo do gene CDH1 e reducdo da expressdo do
gene SMAD4. Além disso, a modulacdo dos genes HAT, HOXB3 e DNMTL1 ap6s o
tratamento com resveratrol também contribuem para os efeitos antiproliferativos do

composto nessa linhagem.

- Nas linhagens mutadas para o gene TP53 pode-se observar que o resveratol causou
parada do ciclo celular na fase S, acompanhado pela reducdo da expressdo do gene
PLK1. Além disso, pode observar que o resveratrol causou inibi¢do da migracdo celular
nessas linhagens, provavelmente pelo aumento da expressdo dos genes CTNNB1P1 e
CDHL.

- Algumas respostas foram observadas ap6s o tratamento com resveratrol na linhagem
T24 e ndo na linhagem 5637, mostrando que o tipo de mutacdo em TP53 influencia no
efeito do composto. Na linhagem T24, modulacdo de vias relacionadas aos genes
HOXB3, RASSF1A e HAT contribuem para os efeitos antiproliferativos do resveratrol,

assim como a reducdo dos niveis da proteina PCNA.
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Finalmente, podemos concluir que o resveratrol possui atividade
antiproliferativa independente do status de TP53 em células tumorais de bexiga,
entretanto, os efeitos antineoplasicos observados devem-se a diferentes mecanismos de

acao.
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The antitumor activity of resveratrol, a polyphenolic
compound found mainly in grapes, has been stud-
ied in several types of cancer. In bladder cancer, its
antiproliferative effects have already been demon-
strated; however, its mechanism of action is not
completely understood. The aim of this study was to
evaluate resveratrol antitumor activity (12.5,
25, 50, 100, 150, 200, and 250 pM) and its pos-
sible mechanisms of action in bladder tumor cells
with different TP53 gene status RT4, grade 1, TP53
wild type; 5637-grade 2 and T24-grade 3, TP53
mutated). Cell proliferation, clonogenic survival,
morphological changes, cell cycle progression,
apoptosis rates, genotoxicity, global methylation,
immunocytochemistry for p53 and PCNA and rela-
tive expression profiles of the AKT, mTOR,
RASSF1A, HOXB3, SRC, PLK1, and DNMT] were
evaluated. Resveratrol decreased cell proliferation

Key words: bladder cancer; resveratrol; TP53 gene

and induced DNA damage in all cell lines. Regard-
ing the longterm effects, resveratrol reduced the
number of colonies in all cell lines; however, TP53
wild type cells were more resistant. Increased rates
of apoptosis were found in the TP53 wild type cells
and this was accompanied by AKT, mTOR, and
SRC downregulation. In addition, the resveratrol
antiproliferative effects in wild type TP53 cells were
accompanied by modulation of the DNMT] gene.
In the TP53 mutated cells, cell cycle arrest at S phase
with PLKT downregulation was observed. Addifion-
ally, there was modulation of the HOXB3/RASSF1A
pathway and nuclear PCNA reduction in the
highestgrade cells. In conclusion, resveratrol has
antiproliferative activity in bladder tumor cells; how-
ever, the mechanisms of action are dependent on
TP53 status. Environ. Mol. Mutagen. 00:000-000,
2019. ©2019 Wiley Periodicals, Inc.

INTRODUCTION

Bladder cancer is the twelfth most common cancer worldwide
including men and women (Bray et al. 2018). The most com-
mon type of bladder cancer is the urothelial carcinoma. Approxi-
mately 75% of patients present with non—muscle-invasive
disease, confined to the bladder mucosa or submucosa. These
patients are usually managed with resection and intravesical
treatment. The other 25% present with muscle-invasive disease
and are treated with partial or total cystectomy and systemic che-
motherapy (Antoni et al. 2017; Chang et al. 2017).

In recent years, the search for more effective therapies,
especially the identification of compounds with antineoplastic
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potential isolated from natural products, has received special
attention. Resveratrol is a polyphenolic compound found in
grapes, berries, and peanuts (Wang et al. 2013). Antioxidant
and antigenotoxic effects of resveratrol have already been
described (Abraham et al. 2016), however, under certain con-
ditions, some authors have shown this compound can be gen-
otoxic and cause tumor cell death (Scifo et al. 2004; Michels
et al. 2006; Tyagi et al. 2011). Furthermore, the antitumor
potential of this natural product has been described in many
tumor types (Ji et al. 2015; Mohapatra et al. 2015; Nie et al.
2015; Selvaraj et al. 2016). Regarding bladder cancer, it has
already been demonstrated that resveratrol decreases cell via-
bility, induces apoptosis, inhibits cell migration and induces
cell cycle arrest in vitro (Stocco et al. 2002; Lin et al. 2012;
Bai et al. 2017). Resveratrol is also able to reduce tumor
growth in vivo (Bai et al. 2009, Wu et al. 2014). Further-
more, Zhou et al. (2014) showed that nontumor cells were
more resistant to resveratrol treatment than tumor cells.

TP53 mutations are the most common alterations in
bladder cancer cells (The Cancer Genome Atlas Research
Network. 2014). These mutations commonly occur in
muscle-invasive bladder cancer and are correlated with
poor prognosis and recurrence (Zhang et al. 2015; Solomon
and Hansel 2016). The 7P53 gene is considered the guard-
ian of the genome, because it responds to stress signals
inducing cell cycle arrest, apoptosis, senescence, and DNA
repair (Kastenhuber and Lowe 2017).

Therefore, given the evidence of antineoplastic potential
of resveratrol in bladder cancer, the selectivity of resvera-
trol for tumor cells and considering the importance of 7P53
mutations to bladder cancer prognosis, this study aimed to
investigate the mechanism of action of resveratrol in blad-
der cancer cell lines with different 7P53 gene statuses.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Resveratrol (>99%), Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM),
Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI), penicillin G, streptomy-
cin, trypsin, and propidium iodide were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO). Fetal bovine serum was purchased from Cultilab Ltda.
(Campi Brazil). Amphotericin B was p d from Cristdlia (Itapira,
Brazil). Cell Proliferation Kit II (XTT) was purchased from Roche
Diagnostics” (Mannheim, Germany). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was
purchased from Neon (Suzano, Brazil). Giemsa solution was purchased
from Dindmica (Diadema, Brazil).

CellLines

The ccll lines RT4, 5637, and T24 from human bladder carcinoma were
obtained from the Cell Bank of the Federal University of Rio de Janciro,
Brazil. The 5637 and T24 cclls harbor 7P53 mutations and were
established from high-grade bladder tumors. The 5637 cells contain two
TP53 mutations, one at codon 72 (Arg>Pro) and another at codon
280 (Arg > Thr) (Cooper et al. 1994; Rieger et al. 1995). T24 cells contain
a TP53 allele encoding an in-frame deletion of tyrosine 126 (Cooper ct al.
1994). The RT4 cells were established from a low-grade papillary bladder

tumor with wild type T7P53 gene. The RT4 and T24 cell lines were
maintained in DMEM and the 5637 cells were maintained in RPMI
medium. Both media were supplemented with 10% fetal bovine serum.
100 U/mL  penicillin G, 100 U/mL streptomycin, and 2.5 pg/mL
amphotericin B. Cells were cultured at 37°C in an atmosphere of 5% CO,.

Resveratrol

Resveratrol was solubilized at a concentration of 500 pM in culture
medium with 2% DMSO immediately before its use. The same concentra-
tion of DMSO was also used as controls.

Cytotoxicity and Cell Proliferation

Cytotoxicity and cell proliferation rates were assessed using the Cell
Proliferation Kit I (XTT). Cells were plated in 96-well plates (1 x 10°
cells/well for T24 and 5637, and 1.5 x 10" cells/well for RT4). After 24 h,
the cells were treated with different concentrations of resveratrol (12.5,
25, 50, 100, 150. 200, and 250 pM) for 24 h (Stocco et al. 2002; Bai et al.
2009). For evaluating cytotoxicity, after treatment the culture medium was
removed and the cells were washed with Hanks' solution. XTT test solu-
tion, diluted in culture medium without phenol red, was added to each
well and the absorbance was measured at 492 and 690 nm after 90 min.
For evaluating cell proliferation, after treatment the cells were washed with
Hanks’ solution, fresh culture medium was added, and the cells were incu-
bated for 24 h. After this, the cells were prepared using the same method
as in the cytotoxicity experiment. Absorbance results are proportional to
the percentage of viable cells (Sdvio et al. 2014). Both tests were con-
ducted in triplicate.

Clonogenic Survival

Clonogenic assay was used to evaluate the long-term effects of resvera-
trol and was performed as previously described by De Oliveira et al.
(2017). Cells were plated at a density of 1 x 10° cells/25 cm® culture flask.
Twenty-four hours later, they were treated with resveratrol at concentra-
tions of 25, 50, 100, and 150 uM for 24 h. Cultures were rinsed with
Hank’ solution, trypsinized, approximately 1000 cells were plated into
25 cm® culture flasks and allowed to grow for 15 days to form colonies.
The cells were stained with Giemsa and the number of colonies with 50 or
more cells was counted. The experiments were performed in triplicate.

Comet Assay

Initially, 2 % 10° cells were seeded into 12-well plates. Twenty-four
hours later, cells were treated with resveratrol at concentrations of 50, 100,
and 150 pM for 2 and 24 h. Methyl methane sulfonate (80 pM) was used
as a positive control. The procedure of Singh ct al. (1988) was used with
minor modifications. The cells were collected and resuspended in low-
melting-point agarose (0.5% in PBS). This mixture was layered onto slides
precoated with standard agarose (1.0% in PBS) and covered with a cover-
slip. After agarose solidification at 4°C, the c lip was gently d.
The slides were immersed into lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM Tris, 10% DMSO, and 1% Triton X-100, pH 10) for 24 h,
at 4°C. Subsequently, an incubation step in alkaline buffer (300 mM
NaOH, | mM EDTA; pH > 13) was carried out for 20 min, to allow DNA
to unwind and alkali-labile site expi El p is was 1
in the same alkaline buffer at 4°C, for 20 min, at 25 V and 300 mA. After
clectrophoresis. the slides were ized with lization buffer
(0.4 M Tris, pH 7.5), washed with ice-cold cthanol and stored at room
temperature. DNA was stained with ethidium bromide (20 mg/mL) imme-
diately before analysis. A total of 100 randomly selected nucleoids per
treatment were analyzed under 40x magnification with a fluorescence
microscope. Tail intensity (% DNA in tail) was used to cstimate DNA
damage and mcasured using ImageJ/OpenComet software.
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Cell Morphological Analysis

To evaluate possible morphological changes in cells after treatment,
2x 10° cells were seeded into 12-well plates. After 24 h, the cells were
treated with resveratrol at concentrations of 50, 100. and 150 pM for 24 h.
The cells were then observed under a phase-contrast microscope at 200x
magnification and the alterations were photographed (Da Silva et al. 2012).

Immunocytochemistry

Environmental and Molecular Mutagenesis. DOI 10.1002/em
Resveratrol Effects in Bladder Cancer Cells 3

by both annexin V and propidium iodide were classified as “late apopto-
tic™; and cells stained only by propidium iodide were classified as
“necrotic.” Data from 50,000 cells were collected in each data file and the
analyses conducted in triplicate.

Quantification of DNA Methylation

Cells were plated at a density of 1 x 10° cells/25 cm® culture flask.
Twenty-four hours later, they were treated with 150 uM of resveratrol for
24 h. The cells were collected and the DNA was isolated using the
Wizard® Genomic Kit (Promega), according to the manufacturer’s instruc-
tions. The content of methylated DNA was determined using the Imprint®

To eval the effect of 1 on pS3 and proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) proteins, cells were p d by the i ytochemistry
ique using lonal antibodics and the EnVision Dakoc; i

system (EnVision® + system-HRP AEC, K4004, DAKO), as previously
described by Amimia et al. (2014) with some modifications. Cells were seeded
at a density of 2 x 10" cells/vell on chamber slides. After 24 h, the cells were
treated with resveratrol at concentrations of 50 and 100 pM for 24 h. After
treatment, the cells were incubated with primary antibody overnight in a humid
chamber at 4 to 8°C. Antibodies were diluted in 0.05 M Tris-HCl

Methylated DNA Quantifi Kit (Sigma-Aldrich), according to the
manufacturer’s instructions. It used direct calculation to determine the per-
centage of DNA methylation after idering the d con-
trol as 100%. Briefly, 100 ng of DNA were diluted in 30 pL of DNA
binding solution, added in each well of a 96-well plate and incubated.
After incubation, the capture antibody was added and the plate was again
incubated. Following this, the plate was washed and the detection antibody

0.1% Tween (antibody diluent; $3022, DAKO). As a negative control, a pool
of immunoglobulins from mice—IgG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, and IgM
(Universal Negative Control Reagent; 1IS750, DAKO) were used. After incu-
bation with the primary antibody and washing steps, slides were incubated
with peroxidase-linked d ibody (goat anti se IgG conj |
with peroxidase-labeled polymer) for 60 min at room temperature. After addi-
tion of the ct ic sub (3-amino-9-ethylcarbazole and H,0,), the
slides were washed in distilled water. Then, the slides were immersed in May-
er’s Hematoxylin (DAKO), rinsed with distilled water, immersed in a solution
of 37 mM ammonium hydroxide (LabSynth) and prepared with aqueous
medium (Faramount Mounting Medium, S3025, DAKO). The slides were
ph hed with Leica Appli Suite image capture program. The quan-
titative PCNA analyses were performed using ImagelJ software.

Cell Cycle Progression

For cell cycle kinetics, 2 x 10° cells were seeded into 12-well plates.
After 24 h, cells were treated with resveratrol at concentrations of 50, 100,
and 150 uM for 24 h, After the treatment, cells were detached using tryp-
sin and centrifuged at 1000 rpm for 10 min. The sediment was fixed with
70% ethanol and maintained at —20°C for 12 h (Brassesco et al. 2013).
Subsequently, the cells were washed, resuspended in 200 pL of labeling
solution (0.0914 g of magnesium chloride; 0.0774 g of sodium citrate;
0.04766 g of Hepes: 10 ul of Triton-X, 0.5 mL of propidium iodide, and
9490 mL of water, adapted from Galbraith et al. 1983), placed on ice and
protected from light for at least 30 min. The percentages of cells in the
GO0/G1, S and G2/M phases were measured using flow cytometry
(BD FACSCalibur) and analyzed using FlowJo® software. Data from
30,000 cells were collected in each file and the experiments were con-
ducted in triplicate.

Apoptosis Assay

Apoptosis rates were cevaluated using the FITC Annexin V/Dead Cell
Apoptosis kit (Invitrogen). As previously described by Savio ct al. (2014),
cells were seeded al a density of 2 x 10%/plate in 12-well plates. After
24 h, the cells were treated with different concentrations of resveratrol
(50, 100, and 150 pM) for 24 h. After treatment, the cells were detached
using trypsin and centrifuged at 1000 rpm for 10 min. Cells were rinsed
with Hank’ solution and centrifuged (1000 rpm, 10 min). Subscquently,
cells were labeled with propidium iodide and annexin V, following the kit
instructions. The percentage of unlabeled or labeled cells by propidium
jodide and/or annexin V was measured using a flow cytometer
(BD FACSCalibur) and analyzed using FlowJo software. Cellular status
was defined as follows: unstained cells were classified as “alive™; cells sta-
ined only by annexin V were classified as “carly apoptotic™; cells stained

was added. After new incubation, the plate was washed and the develop-
ing solution was added. The color change was monitored. Finally, the
absorbance was measured at 450 nm. Absorbance results were propor-
tional to the amount of methylated DNA.

AKT, mTOR, SRC, PLK1, HOXB3, RASSFIA, and DNMTI Gene
Expression

4

The analysis of genctic expression was ed as described previously
by De Oliveira et al. (2017) with minor modifications. Cells were seeded into
plates at a density of 1 x 10° cells/25 em® culture flask. Twenty-four hours
later, cells were treated with resveratrol (50, 100, and 150 pM) for 24 h.
Afterward, cells were washed with Hanks' solution and collected for RNA
extraction. Total RNA was isolated using the miRNeasy Mini kit (Qiagen),

ling o the f: 4 i RNA i and
purities were determined using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific®, Fairlawn, NJ). The cDNA synthesis was carried out using
the High Capacity kit (Applied Biosystems, Foster City, CA), according to
the manufacturer's instructions. AKT (Hs01086102), mTOR (Hs00234508),
PLKI (Hs00983229), SRC (Hs01082246), RASSFIA (Hs00200394), HOXB3
(Hs01587922), and DNMT1 (Hs00945875) gene expressions were assayed
using the TagMan system (Applied Biosystems). GAPDH was used as a
housekeeping gene. For every PCR sample, a negative (no template) control
was processed as a routine control. Relative gene expression data were ana-
lyzed using the 2724€T method and the fold change and fold regulation
values were calculated as described by Livak and Schmittgen (2001). Fold
regulation represents fold change results in a biologically meaningful way.
Fold change values greater than one indicate a positive- or an up-regulation,
and the fold regulation is equal to the fold change. Fold change values less
than one indicate a negative or down-regulation, and the fold regulation is
the negative inverse of the fold change.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism® 5. The data
were analyzed using the one-way ANOVA, and post hoc analysis by Tukey’s
test. The results were idered statistically signifi at P < 0.05.

RESULTS
Cytotoxicity and Cell Proliferation

The treatment with resveratrol was significantly cyto-
toxic in T24 cells at the concentrations of 150 and 200 uM
(Fig. 1A). A statistically significant reduction in cell

102



Environmental and Molecular Mutagenesis. DOI 10.1002/em

4 Almeida et al.

viability was not observed in RT4 and 5637 cells after the
treatment. Cell proliferation decrease after treatment with
resveratrol was detected for RT4 and T24 cells for all
tested concentrations, and for 5637 cells from 50 pM
(Fig. 1B).

Clonogenic Survival

The clonogenic survival assay showed significant
decrease in 5637 and T24 cell colonies after resveratrol
treatment at all tested concentrations. In RT4 cells, the
decrease was significant only at the highest tested concen-
tration (150 pM) (Fig. 2). The ICs, values were estimated
to be 161.8 puM for RT4 cells, 36.7 pM for 5637 cells, and
46.1 uM for T24 cells.

Comet Assay

All concentrations of resveratrol increased primary DNA
damage in RT4, 5637, and T24 cells, in both analyzed
times (Fig. 3).

Cell Morphological Analysis

For all cell lines, the phase-contrast photomicrographs
showed a lower number of cells after the treatment with
resveratrol compared with the untreated control. Addition-
ally, elongated 5637 and T24 cells were observed after
treatment (Fig. 4).

Immunocytochemistry

The presence of p53 protein was observed in 5637 and
T24 cells when qualitative analyses were performed
(Fig. 5). No changes in p53 expression were observed after
treatment with resveratrol (data not shown).
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Fig. 2. Percentages of RT4, 5637, and T24 cell colonies (logarithmic
scale) after 24-h treatment with resveratrol. Control: untreated cells.
DMSO: vehicle control. * P < 0.05 compared with control. Each point
represents the mean value obtained from three independent experiments.

Quantitative analyses were performed for PCNA protein.
Resveratrol treatment caused a reduction in nuclear PCNA
expression in T24 cells. No modulation was detected in
RT4 and 5637 cells after treatment with resveratrol
(Fig. 6A). We also observed that there was cytoplasmic
PCNA expression in all cell lines (Fig. 6B).

Cell Cycle Progression

In RT4 cells, resveratrol treatment caused an increase in
sub-G1 content, accompanied by a reduction of cell number
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Fig. 1. Percentages of viable cells (logarithmic scale) in RT4, 5637, and T24 cell lines immediately (A) and 24 h
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e

(B) after 24-h with
control. Each point represents the mean value

d from three i

cells. DMSO: vehicle control. * P < 0.05 compared with

dependent experiments.
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Fig. 3. DNA damage (tail intensity) in RT4, 5637, and T24 cells treated with resveratrol for 2 (A) or 24 h (B). Control:
untreated cells. DMSO: vehicle control. Positive control: methyl methane sulfonate 80 pM. * P < 0.05 compared with

control.

in GO/G1 and G2/M phases. In 5637 and T24 cells, there
was an increase of cell number in S phase with a concomi-
tant decrease of cells in G2/M phase after treatment with res-
veratrol. In T24 cells, it is also possible to observe a
statistically significant increase in the sub-G1 content after
treatment with the highest concentration tested (Fig. 7).

Apoptosis Assay

Increased early (100 and 150 pM) and late apoptosis
(150 uM) rates were observed in RT4 cells after treatment
with resveratrol. For T24 cells, an increased necrosis rate
was detected after treatment with resveratrol at 100 and
150 pM. There was no significant change in apoptosis or
necrosis rates in 5637 cells after treatment (Fig. 8).

Quantification of DNA Methylation

There was no significant alteration in global DNA meth-
ylation after treatment with resveratrol (Table I). The mean
percentage of methylated DNA was 90.88% for RT4 cells,
122.43% for 5637 cells, and 115.57% for T24 cells.

AKT, mTOR, SRC, PLK1, HOXB3, RASSFIA, and DNMTI Gene
Expression

In RT4 cells, AKT, DNMTI, and PLKI genes were
downregulated after treatment with 100 and 150 uM of res-
veratrol while mTOR and SRC genes were downregulated
only after treatment with the highest concentration of res-
veratrol (150 uM). In T24 cells, HOXB3 (150 pM) and
PLK1 (100 and 150 pM) genes were downregulated while
RASSFIA (150 pM) was upregulated after treatment. In
5637 cells, only PLK! was downregulated after treatment

with 150 uM of resveratrol (Fig. 9). The fold change values
are shown in Table IL

DISCUSSION

Mutations in the 7P53 tumor suppressor gene are very
common in bladder cancer and influence the prognosis and
response to chemotherapy (Solomon and Hansel 2016). As
the selectivity of resveratrol for tumor cells compared to
normal cells has already been demonstrated (Zhou et al.
2014), we investigated the effects of resveratrol in bladder
carcinoma cells lines with different statuses of the 7TP53
gene. The 5637 cells contain two 7P53 mutations, one at
codon 72 (Arg > Pro) and another at codon 280 (Arg > Thr),
which cause alterations in p53 core domain and prevent its
binding to DNA (Cordon-Cardo et al. 1994; Rieger et al.
1995). T24 cells contain a TP53 allele encoding an in-
frame deletion of tyrosine 126, which leads to N-terminal
transactivation domain alterations and produces proteins
that preserve some 7P53 activities (Cooper et al. 1994;
Cordon-Cardo et al. 1994). Mutant p53 proteins are resis-
tant to degradation and thus have prolonged half-lives,
causing their accumulation in cells (Muller and Vousden
2013), as was observed in p53 immunocytochemistry for
5637 and T24 cells.

Cytotoxic effects after treatment with resveratrol were
observed only in T24 cells; however, there was a reduction
in cell proliferation in both 7P53 mutated cells 24 h after
treatment, suggesting loss of reproductive integrity. Thus,
the clonogenic survival assay was performed to confirm the
hypothesis of damage in the reproductive capacity. This
assay is the most relevant endpoint for measuring cell death
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RT4 5637 T24

Fig.4. Photomicrography of RT4, 5637, and T24 cells before and after 24-h resveratrol treatment. The arrows show the
1 I cells. Phas Lrast mict , x200.

Fig. 5. p53 cxpression (red) in RT4, 5637, and T24 untreated cells. Magnification x100 (colored only in the online
version).
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in tumor cell lines (Tannock and Lee 2001). It determines
the ability of a cell to proliferate indefinitely, retaining its
reproductive capacity after being exposed to a substance
(Munshi et al. 2005). In TP53 mutated cells a reduction in
the number of colonies was observed after treatment with
resveratrol and this was accompanied by downregulation of
the PLKI gene. Brassesco et al. (2013) showed that treat-
ment of bladder tumor cells with PLK/ inhibitors resulted
in cell proliferation inhibition and prevented clonogenicity.

The genotoxic potential of resveratrol was previously
demonstrated in head and neck squamous carcinoma, hepa-
toma, and prostate carcinoma cells (Scifo et al. 2004;
Michels et al. 2006; Tyagi et al. 2011). We confirmed this
effect and demonstrated that resveratrol treatment induced
an increase in DNA damage in 7P53 mutant cells. Thus,
the reduction in cell proliferation caused by resveratrol is
likely to occur because of DNA damage induction. Azmi
et al. (2005, 2006) showed that DNA damages caused by
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Fig. 8. Apoplosis and necrosis rates in RT4, 5637, and T24 cells treated with resveratrol for 24 h. Control: untreated

cells. * P < 0.05 compared with control.

TABLE I. Global Methylated DNA in RT4, 5637, and T24 cells
after 24-h treatment with resveratrol

Methylated DNA (% of control)

Control DMSO control Resveratrol 150 pM
RT4 100 94.52 £ 0.15 90.88 + 0.05
5637 100 99.35 + 0.05 122.43 + 0.03
T24 100 98.32 + 0.17 115.57 + 0.04

Control: untreated cells. DMSO control: vehicle control.

resveratrol is due to oxidative effects. Although resveratrol
is widely known for its antioxidant effects, it is known that
every antioxidant is in fact a redox (reduction—oxidation)
agent and thus might become a pro-oxidant to induce DNA
damage under special conditions (De La Lastra and Vil-
legas 2007). It has been well established that most solid
tumors have low vasculature that restricts proper nutrient
supply leading to deficiency of oxygen, which, in tumn,
leads to reduction in tumor cell pH. In an acidic environ-
ment, protonation on N7 of guanine residues in DNA may

cause rotation of the base out of the helix. This effect
would expose DNA bound copper and make it easily
accessible to agents such resveratrol, resulting in oxidative
DNA damage (Mugbil et al. 2012).

The morphological alterations found in 7P53 mutated
cells and the low cell density after resveratrol treatment are
suggestive of cell cycle arrest (Da Silva et al. 2012). We
demonstrated that treatment with resveratrol caused an
increase in the number of cells in S phase accompanied by
a reduction in the number of cells in G2/M phase,
suggesting S phase arrest. This modulation may occur
because of PLK/ downregulation, because its encoded pro-
tein is important to S phase progression (Shen et al. 2013).
The fold downregulation in the highest concentration of
resveratrol was 3.57 for 5637 cells and 2.08 for T24 cells.

It was observed that the type of 7P53 mutation
influenced the kind of cell death caused by resveratrol. In
T24 cells, there was an increase in necrosis rates after treat-
ment with resveratrol. This death pathway may occur inde-
pendently of p53. Shin et al. (2015) demonstrated that
doxorubicin treatment induces DNA breaks and increases
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TABLE Il. Fold Changes Values Calculated for RT4, 5637, and T24 cells after 24-h treatment with resveratrol

Concentrations (pM)

50 100 150 50 100 150 50 100 150 50 100 150
Genes
Cell lines AKT PLKI mTOR RASSFIA
Fold change values
RT4 0.95 0.68 0.30 1.00 0.04 0.03 1.07 0.99 053 0.97 0.98 0.93
5637 0.66 0.68 0.76 0.40 0.29 0.28 0.76 1.23 1.61 0.59 0.44 0.36
T24 1.46 0.91 1.21 1.31 0.54 048 1.50 1.40 2.14 2.06 13.39 106.38
Genes
Cell lines SRC DNMTI HOXB3
Fold change values
RT4 1.30 1.01 042 0.96 0.44 0.28 0.98 0.30 0.29
5637 1.21 1.03 1.17 1.09 094 0.92 1.01 097 0.56
T24 1.32 0.87 1.10 1.72 1.94 1.90 0.58 0.33 0.14

PARP levels, even with a p53 inhibitor. High PARP levels
result in exacerbated activation of the mitochondria leading
to necrosis. In 5637 cells, it was not possible to detect apo-
ptosis or necrosis, thus another cell death mechanism may
be occurring in this cell line. Many authors demonstrated
the ability of resveratrol to induce senescence (Gao et al.
2011; Luo et al. 2013), which is a permanent cell cycle
arrest that can be triggered by a variety of stimuli, includ-
ing DNA damage and oxidative stress (Ewald et al. 2010).

Some pathways were modulated by resveratrol only in
T24 cells, confirming the influence of the 7P53 mutation
type on resveratrol effect. In T24 cells, there was HOXB3
downregulation (1.72-, 3.03-, and 7.14-fold downregulation
for 50, 100, and 150 pM, respectively) and RASSFIA
upregulation (2.06-, 13.39-, and 106.38-fold upregulation
for 50, 100, and 150 pM, respectively) after resveratrol
treatment. RASSFIA is a tumor suppressor gene that is
inhibited through hypermethylation of its promoter region in
many cancers, including bladder cancer (Baylin and Herman
2000). Palakurthy et al. (2009) showed that RASSF/A silenc-
ing occurs through the HOXB3 oncogene, which is able to
induce DNMT3B expression, one of the genes that encode the
enzymes responsible for DNA methylation. Overexpression
of DNMT3B caused by HOXB3 leads to hypermethylation of
the RASSFIA promoter region.

In T24 cells a reduction in nuclear PCNA was also
observed after treatment with resveratrol. This protein is
important for many cellular processes carried out in the
nucleus, such as DNA replication, transcription, and cell
cycle progression (Maga and Hubscher 2003). Other
authors demonstrated the antiproliferative effects of resver-
atrol through PCNA downregulation (Lee et al. 2009; Liu
et al. 2014). Interestingly, a considerable amount of PCNA
was also found in the cytoplasm of all cell lines. Naryzhny
and Lee (2010) showed in cancer cells that PCNA is asso-
ciated with several cytoplasmic proteins, including
enzymes that are involved in the glycolysis pathway and
oncoproteins, such as elongation factor, malate dehydroge-
nase, and peptidyl-prolyl isomerase.

In wild type TP53 cells, an increase of DNA damage
was also observed after treatment with resveratrol and this
may have contributed to the reduction of the cellular prolif-
eration observed in this cell line. Furthermore, the treat-
ment with resveratrol caused a reduction in the number of
colonies and was accompanied by downregulation of the
PLKI gene, as in TP53 mutated cells. Although this effect
has been observed in all cell lines, wild type 7P53 cells
were more resistant to treatment. Resveratrol’s effect in
reduction of colonies was 4.4 times higher in 5637 and 3.5
times higher in T24 than in RT4 cells. The influence of
TP53 mutations in cellular responses to chemotherapy
depends on a complex signaling cascade. However it is
known that a predominance of functions related to DNA
repair might provide a survival advantage to some types of
cancer cells with active TP53 (Kim et al. 2009).

There was no cell cycle arrest after treatment with res-
veratrol in wild type TP53 cells; however, an increase in
sub-G1 could be observed, suggesting cell death (Chen
et al. 2018), which was confirmed by apoptosis assay. Apo-
ptosis is a common cell death pathway in cells with the
wild type TP53 gene, because activation of this gene leads
to increased expression of pro-apoptosis proteins (Liu et al.
2003). The increased apoptosis rates in wild type 7P53
cells can be correlated with AKT/mTOR downregulation.
The fold downregulation in the highest concentration of
resveratrol was 3.33 for AKT and 1.88 for mTOR. High
levels of proteins of this pathway prevent apoptosis in blad-
der cancer cells (Oka et al. 2006). Furthermore, SRC down-
regulation after treatment with resveratrol (2.38-fold
downregulation for 150 pM) might contribute to apoptosis
in wild type TP53 cells. Kong et al. (2015) demonstrated
that reduction of Src protein in bladder cancer cells results
in apoptosis through phosphorylation inhibition of anti-
apoptotic FAK protein.

Although there was no change in global methylation levels
in wild type TP53 cells, there was DNMT] downregulation
(2.27- and 3.57-fold downregulation for 100 and 150 pM,
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respectively), which may be contributing to demethylation of
tumor suppressor genes. Qiu et al. (2017) demonstrated that
treatment with the flavonoid kaempferol did not vary the con-
tent of 5-methylcytosine, a biomarker for global DNA meth-
ylation, in a bladder cancer xenografts model, but modulated
DNA methylation in specific positions.

In conclusion, resveratrol has antiproliferative activity
independent of TP53 status in bladder tumor cells; how-
ever, the antineoplastic effects are due to different mecha-
nisms of action.
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ABSTRACT

The use of resveratrol, a polyphenolic compound found mainly in grapes, is limited by
its low solubility in water and low bioavailability. Polymeric micelles can be an
approach to solve this problem since they can encapsulate hydrophobic substances.
Thus, we developed and characterized micellar formulations containing resveratrol and
evaluated their cytotoxic and antimicrobial effects. The formulations were prepared by
the cold dispersion method with different concentrations of F127 (5 or 10% w/w) and
different concentrations of resveratrol (500 or 5000 puM). The formulations were
characterized (size, polydispersity index, encapsulation rate and in vitro release) and its
cytotoxic effect was evaluated on a bladder cancer cell line and its antimicrobial e(lect
was evaluated in E. coli, S. aureus and C. albicans. One of the formulations (MS+RES-
3) was a monodisperse solution and with a high encapsulation rate, thus it was chosen to
the cytotoxicity and antimicrobial assays. MS+RES-3 was able to preserve the
antimicrobial activity of resveratrol and presented cytotoxic effects. This is the first
study that evaluated antimicrobial potential and cytotoxicity on bladder cancer cells of
micellar formulation containing resveratrol and the results showed that micellar
nanostructures could ensure the maintenance of the biological activity of resveratrol,
favoring its applicability.

Keywords: polymeric micelles. F127®, resveratrol. cytotoxic activity, antimicrobial

activity.
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INTRODUCTION

Resveratrol (trans-3, 49, 5-trihydroxystilbene) is a polyphenolic compound
found naturally in grapes. blueberries, raspberries and peanuts (Wang et al., 2013).
Because of its high concentration in grape skin, significant amounts of resveratrol are
present in wine, and it has been proposed to explain the apparent ability of consumption
of red wine to reduce the risk of cardiovascular disease (Lippi ef al., 2010). Resveratrol
also has been reported to have antimicrobial (Lee ef al., 2014: Lee ef al., 2015) and
antitumor activities (Selvaraj ef al.. 2016; Nie et al., 2015).

For over a decade, it has been realized that resveratrol has poor water solubility,
low bioavailability due to poor absorption (Subramanian et al., 2010) and rapid
metabolization (Baur, Sinclair, 2006), physicochemical and pharmacokinetic properties
that make resveratrol difficult to use. To overcome those limitations. several
nanosystems have been designed for treatment of cancer and infections (Santos et al.,
2011; Figueiro ef al., 2013; Rossi et al., 2017; Donsi, Ferrari, 2016).

Polymeric micelles have been actively studied as a drug carrier system, in
particular for enhancing the solubility of hydrophobic drugs, a particular characteristic
of many antitumor and antimicrobial agents. Furthermore, incorporation of substances
in the micelles hydrophobic core protect them from inactivation in the body, preventing
the drug capture by the mononuclear phagocytic system and increasing the drug
circulation time (Kabanov ef al., 2009: Yokoyama, 2010).

Pluronics® are triblock copolymers of propylene oxide (PO) and ethylene oxide
(EO) that can spontaneously sell-assemble to form micelles (Kabanov er al., 2002).
These copolymers are included in US Federal Drug Administration list generally
regarded as sale and biocompatible agents (Oerlemans e/ al., 2010). Furthermore, they
are known to solubilize hydrophobic compounds in the micellar state and have been
proven to be effective solubilizers of polyphenols, such as resveratrol (Wang et al..
2017). Among various types of Pluronics®, Pluronic® F127 (F127) has gained
considerable attention due to its wide range of biomedical applications (Akash,
Rehman, 2015).

Therefore, in this work it has been developed and characterized micellar
solutions of Pluronic® F127 (F127) containing resveratrol as a formulation for treatment
of microbial (bacterial and fungus) infection and cancer. The micellar formulation

demonstrated bacteriostatic eflects against S. aureus, E. coli and C. albicans, and
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furthermore demonstrated cylotoxicity on T24 bladder cancer cells. Therelore, this

formulation may be a good strategy for the use of resveratrol in biological systems.

MATERIAL AND METHODS
Preparation of micellar solutions by cold dispersion method

A weighed amount of Pluronic® F127 (5 or 10% wt/wt) was added to a becker
containing ultrapure water and kept under moderate magnetic stirring in an ice bath
until complete dispersion of the polymer. The solution was kept in refrigerator for 24
hours to allow the complete dissolution of the polymer. Subsequently, the resveratrol
was added and dispersed under vigorous stirring at room temperature. Afier preparation,
all formulations were filtered on a 0.45 pm filter to eliminate the non-encapsulated
resveratrol. The theoretical resveratrol concentration added to the micellar solutions
were 500 and 5000 uM. Micelles without resveratrol were also prepared and used as

controls.

Determination of mean size and zeta potential of the micelles

The particle size and zeta potential values of micelles were determined by
Zetasizer (Malvern, model Zetasizer Nano series - Nano ZS) at 25°C. The mean particle
size was measured based on photo correlation spectroscopy technique. The zeta
potential was determined based on electrophoretic mobility measurements. The

experiments were conducted in triplicate.

Quantification of resveratrol

Resveratrol was quantificated by HPLC/UV method as previously described by
Trela and Waterhouse 1996. The equipment used was the Waters e2695 coupled to a
UV/Vis Waters 2485 detector. The UV/Vis detector was set at 306 nm. Separation was
done on a C18 column (Phenomenex, Luna 5u, 100A, 150 x 4.6 mm) at 25°C, by using
methanol and ultrapure water (50:50) as mobile phase at a flow rate of 0.8 mL/min. The
injection volume was 5.0 uL and the run time for resveratrol was approximately 8

minutes.

Encapsulation efficiency
The amount of resveratrol present on micelles was determined by HPLC/UV

method previous described. The formulation was filtrated on 0.45 um filter to remove
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non-encapsulated resveratrol and diluted on methanol/water (50:50). The encapsulation

efficiency was calculated by the following equation:

resveratrol concentration on micelles
Encapsulativn efliciency — —— n ® 100
initial concentration of resveratrol

In vitro resveratrol release assay

The in vitro release assay of resveratrol encapsulated micelles was performed by
dialysis membrane diffusion method at 37 °C for 48 h, maintaining constant
temperature and agitation in a horizontally stirred incubator. The donor medium was
composed of 1 mL of formulation containing about 0.5 uM resveratrol, and the receptor
medium was composed of phosphate buflered saline with 1% tween 80 at sink
conditions (Fonseca. 2016). At scheduled times. 1 mL of the receptor medium was
collected and the same volume was replaced. The fraction collected was quantified

directly, without dilution, by HPLC/UV method previous described.

Cytotoxicity on tumor cells

The human urothelial carcinoma cell line T24 (from a high grade tumor) was
purchased from the Cell Bank of the Federal University of Rio de Janeiro (Rio de
Janeiro, Brazil). Cells were maintained in culture medium Dulbecco's Modified Eagle
(DMEM) supplemented with 10% bovine fetal serum, 100 U/ml penicillin G, 100 U/ml
streptomycin and 2.5 pg/mL amphotericin B in an atmosphere of 5% CO, at 37°C.

Cytotoxicity was assessed using the Cell Proliferation Kit II (XTT, ROCHE).
Briefly, 1x10* T24 cells were seeded into 96-well culture plates. After 24 hours, the
cells were treated with different concentrations of the micellar solutions containing
resveratrol (50, 100, 150, 200 and 250 uM) or with free resveratrol during 24 hours.
Cells treated with micellar solutions without resveratrol were used as controls. 24 hours
after incubation, the cells were washed with Hank’s solution (0.4 g KCI, 0.06 g
KH>PO,, 0.04 g Na,HPO,, 0.35 g NaHCOs, 1 g glucose and 8 g NaCl in 1 L-H20).
After washing, 12 uL of XTT test solution (1 mL XTT labeling solution/20 uL of
electron-coupling reagent) were added to each well, and the absorbance was measured
at 492 and 690 nm after 90 minutes. Absorbance results are proportional to the

percentage of viable cells. Tests were conducted in triplicate. The results of absorbance
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were analyzed by One-way analysis of variance (ANOVA) with post hoc Tukey test
using the software GraphPad Prism 6.0. A value of p < 0.05 was considered statistically

significant.

Antimicrobial activity

In vitro assays were performed using three microorganisms, representing
respectively each microbial class (gram positive and gram negative bacteria and veast):
Staphylococcus aureus (ATCC 25923); LEscherichia coli (ATCC 25922) and Candida
albicans (ATCC 14408). Bacteria were cultivated in Miieller-Hinton medium by 24
h/37° C and yeast was cultivated in Sabouraud medium by 48 h/37° C. All inoculums
were prepared by using direct colony suspension method in saline (0.9% NaCl) with
colonies selected from a 24 h or 48 h agar plate, before each assay. The suspension was
adjusted to achieve a turbidity equivalent to a 0.5 McFarland standard (1 x 10°
CFU/mL) (CLSI, 2012). Antimicrobial effect of resveratrol and its formulations were
evaluated by the microdilution method. In 96 well plates, serial dilutions of 1:2 were
made to obtain [ree and [ormulated resveratrol in the same concentrations [rom 250 to
0.12 uM. The inoculums (1 x 10* CFU/mL) were diluted 1:100 in Miieller-Hinton broth
and were added in each well to obtain a final assay with 5 x 10° CFU/mL (CLSL 2012).
For negative control were added only Miieller-Hinton broth and inoculum. Tetracycline
(100.0 pg/mL) or Cetoconazol (100.0 png/mL) was used as positive control. Formulation
without resveratrol was used as formulation control and the control of the broth was
made without inoculum. The plates were incubated for 24 h or 48 h at 37°C. After the
incubation period, triphenyl tetrazolium chloride TTC (0.25 mg/mL) were added and
the plates were again incubated for three hours. The absorbance at 650 nm was
determined in an ELISA plate reader (Molecular Devices®). The results of absorbance
were analyzed by One-way analysis of variance (ANOVA) with post hoc Tukey test
using the software GraphPad Prism 6.0. A value of p < 0.05 was considered statistically

significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Many studies have demonstrated the in vitro antimicrobial and cytotoxic
properties for resveratrol (Nie et al.. 2015; Selvaraj et al., 2016; Ji et al.. 2015; Taylor et
al., 2014; Hwang, Lim, 2015). However, there are no reports in the literature on the

activity of RES micellar systems against bacteria and veast. Similarly, there are very
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few studies about polymeric micelles containing RES [or the cancer treatment (Chan ef
al., 2001: Zhang et al., 2017). and none about this type of formulation on bladder cancer
cells.

The clinical use of some effective compounds can be impaired by its poor water
solubility. Thus, the nanotechnology applied in pharmaceutical formulations has been
used to overcome this problem. Polymeric micelles increase the solubility of
hydrophobic molecules because of their unique structural composition, which is
characterized by a hydrophobic core sterically stabilized by a hydrophilic crown (Xu et
al., 2013).

Many approaches have been investigated [or micelle preparation. Two main
strategies may be envisaged to form adequately sized drug-loaded micelles. The direct
dissolution is a method that involves dissolving both the polymer and the drug in an
aqueous solvent. Other strategy. implying the use of organic solvents, is relevant when
both the copolymer and the drug are not readily soluble in water. The copolymer and the
drug are first dissolved in a common solvent which is then removed (Gaucher er al.,
2005). In this study, the micelles were prepared by using the [irst quoted method
because it is preferred when the polymeric materials are only moderately hydrophobic
in nature, as in the case of Pluronics® (Gaucher et al., 2010), furthermore there are not
the risk of residual organic solvent, which could be toxic.

Polymeric micelles have a critical micelle concentration (CMC) that is the
lowest concentration limit for polymers to produce a micelle structure (Chiappetta,
Sosnik, 2007). When diluted below CMC, polymer micelles are gradually disintegrated
into unimers and this can affect the efficacy of the formulation. For this reason, it was
chosen to use the amounts of F127 (5 and 10% w/w) that even after dilutions have
concentrations greater than its CMC (2.8 x 10° M) (Owen et al., 2012). The
composition of each formulation is shown in the Table I. Additionally, F127 has the
characteristic of forming hydrogels at high concentrations (> 20% w/w) (Kabanov ef al.,
2002), however thermosensitive in situ hydrogel was not our aim.

The ability of the polymeric micelles to increase the aqueous solubility of drugs
is due to its hydrophobic core that provides a suitable microenvironment to
accommodate hydrophobic substances (Stammet e a/., 2010). In this way, the solubility
of resveratrol in F127 micellar solutions (5000 pM) was about 30 times greater than its
solubility in water, which is about 131 uM (Alvarez-Lorenzo ef al., 2011), probably due

to the incorporation of the drug in the core of the micelles.
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The mean diameter and zeta potential of each formulation are summarized in
Table II. The size of micelles is a parameter very important to drug delivery standpoint.
The size variation, inside the nanoscale range, affects the blood circulation time and the
bioavailability of the micelles (Kabanov ef al., 2002). Considering several variants, such
as renal clearance, penetration on small capillaries, capture by phagocyte system and
circulation time, the preferred size range for drug delivery using nanoscale particles is
from approximately 10 to 100 nm (Kabanov, Alakhov, 2002), as size observed for the
formulations MS+RES-2 and MS+RES-3. Furthermore, all formulations containing
resveratrol could be classified as monodisperses (PI < 0.3). while the formulations
without resveratrol were polidisperses (PI > ().3).

The micelles containing resveratrol exhibited size much larger than the micelles
without resveratrol, indicative that the F127 micelles encapsulated resveratrol.
Interestingly. the size increase was not directly proportional to amount of resveratrol
added. that is, MS+RES-1 containing 500 uM of resveratrol is greater than MS+RES-2
and MS+RES-3 containing 5000 uM of resveratrol. We suggest that this effect occurred
not because of amount of resveratrol. but because of aggregation of two or more
micelles. once the formulation MS+RES-1 showed lowest value, in module, of zeta
potential (-15.71 mV) and greater zeta potential values are required to stabilize
nanoparticles by electric repulsion in liquid medium effectively (Liu et al., 2012).

The Table 111 shows the results of resveratrol quantified in the formulations. The
formulations showed among 95.9 and 96.8 % of encapsulation efficiency. It was not
possible to determinate the encapsulation efficiency of MS+RES-2 due to instability of
formulation one week after preparation. Based on the above discussion and considering
the results of parameters mean particle size, polydispersion index, zeta potential and
encapsulation efficiency, the formulation MS+RES-3 was chosen to continue the study.

The in vitro release of resveratrol from MS+RES-3 was evaluated by the dialysis
method. As showed in Figure 1. there was a very low release of RES from the
formulation MS+RES-3. In 24 hours, only 0.45% of the resveratrol encapsulated in the
micelles was released and in 48 hours, only 0.91% of resveratrol was released. The
release of hydrophobic drugs from structured nanoparticles in the form of core-corona is
very dependent on the hydrophobic properties of the nucleus (Fournier ef al., 2002). In
the case of micelles formed by copolymers, the release rate is strongly influenced by the
interaction forces occurring between the drug and the nucleus of the micelles (Liu ef al..

2004). Therefore, the high encapsulation rates, which are possibly determined by the
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strong interaction between resveratrol and the nucleus of F127 micelles, corroborate
with the low release in vitro, showed for formulation MS+RES-3.

We evaluated the cytotoxic effects of MS+RES-3 on bladder cancer cells. As
showed in Figure 2, cytotoxicity was observed in the T24 cell line after treatment with
the MS+RES-3 and free resveratrol at 150, 200 and 250 pM. Furthermore, the ICs, for
MS+RES-3 (151.5 pM) was smaller than the ICs for free RES (178.73 uM). Thus, we
can affirm that the micellar formulation was able to preserve and to improve the
cytotoxic activity of resveratrol. Studies have showed that polymeric micelles based on
Pluronics® can undergo internalization in cells and the general mechanism for entrance
is endocytose (Batrakova ef al., 2008). On the other hand, some experiments indicate
that encapsulated compounds may be released from the micelle and enter cells
separately (Chen ef al., 2008). Based on these findings and the in vitro release results,
which showed low release of RES during the same period used in the treatment of
tumor cells, we suggest that the significant reduction of viability in the T24 cells was
due to the internalization of the micelles by these cells.

The effect of formulations on S. auwreus, E. coli and C. albicans was
demonstrated by incubating these microorganisms with various concentrations of free
and formulated resveratrol according to Figure 3. For S. aureus it was found that
MS+RES-3 and free resveratrol were able to reduce the number of viable
microorganism at all tested concentration. For £. coli, MS+RES-3 and [ree resveratrol
reduce the number of viable microorganism from 62.5 uM and 7.81 puM, respectively.
For C. albicans, only the highest concentration of free resveratrol and MS+RES-3
caused reduction of viable microorganism.

Free and formulated resveratrol demonstrated lower values of viability inhibition
to inhibit S. aureus growth (0.12 pM) than to inhibit £. coli (7.81 uM and 62.5 pM.
respectively) and C. albicans (250 uM) growth. Most of cell wall of gram positive
bacteria consists only of a peptidoglycan layer and it can be easily penetrated (Donsi,
Ferrari, 2016). The cell wall structure of gram negative bacteria is characterized by an
outer membrane constituted essentially with lipopolysaccharides, which confers greater
resistance (Bezi¢ et al., 2003). The main component of the cell wall of fungi is chitin
and ergosterol that modulates the fluidity of the membrane and prevents its alterations
(Thevissen et al., 2003). Thus, generally, drugs have bigger effect against the gram

positive bacteria.
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The formulation MS+RES-3 showed a slight improvement in the antimicrobial
activity of resvesratrol to S. aureus, but not to the other microorganisms tested, in which
it was only able to maintain the activity. This [inding could be due to differences in their
cell membrane constituents and structure that provide different types of interaction by
resveratrol and formulation (Bhawana et al., 2011).

Despite MS+RES-3 formulation does not present statistical increase of
antimicrobial activity. it is still an alternative for resveratrol use. Nanostructured
systems provide antimicrobial advantages such as overcoming physical barriers and
reaching difficult sites of action (Rossi ef al., 2017). In relation to its use in tumor cells,
besides the improvement that the formulation caused in the cytotoxic activity of
resveratrol, with reduction of the ICsy, this kind of formulation is able to facilitate the
delivery of drugs to cancer cells through the effect of increased permeability and
retention. The aberrant fenestration on the blood vessels surrounding tumor tissues
causes enhanced permeability of molecules of certain size to the tumor
microenvironment, and poor lymphatic drainage in the tumor area allows retention of
the extravasaled nanocarriers (Fang e/ al, 2011). Furthermore, some micellar
formulations have already been conducted for clinical trials (Lee ef al., 2008; Valle et
al., 2010; Plummer et al., 2011), showing that they are possible formulations for clinical
practice.

To our knowledge. this is the [irst study that evaluated antimicrobial potential
and cytotoxicity on bladder cancer cells of micellar formulation containing resveratrol,
suggesting that converting this active to nano-scale particles can feasible better its use,
since we showed improvement in solubility of resveratrol and good parameters of size,

PI and zeta potential.

CONCLUSION

Resveratrol and micellar formulation demonstrated bacteriostatic effects against
S. aureus, E. coli and C. albicans, and furthermore demonstrated cytotoxicity on T24
bladder cancer cells. These results showed that micellar nanostructures could ensure the
maintenance of the biological activity of resveratrol, besides favoring its applicability in

biological systems.
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Table I Composition of micellar formulations with resveratrol

Formulation RES concentration (uM) % F127

WOoONOULA WN =

MS+RES-1 500 10

MS+RES-2 5000 5

14 MS+RES-3 5000 10

RES: resveratrol; 1°127: Pluronie® 11127, MS+RLS-1: 10% 1127 and 500 pM RLES: MS+RES-2: 5%
18 F127 and 5000 uM RES; MS+RES-3: 10% F127 and 5000 uM RES.
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Table I1: Mean particle size, polydispersion index (PI) and zeta potential

Mean particle size Zeta potencial
Formulation PI
(nm) (mV)
MS+RES-1 209.70 £ 81.71 0.26 +£0.03 -15.71+0.51
MS+RES-2 25.67+3.96 0.30+0.03 -22.80 + 6.68
MS+RES-3 28.32+3.24 0.33+0.15 -29.20+0.32
MS-5 6.30+3.19 0.69 £ 0.38 -1230+6.17
MS-10 5.30+0.07 0.42+£0.03 -11.20+5.14

RES: resveratrol: F127: Pluronic® F127. MS+RES-1: 10% F127 and 500 pM RES; MS+RES-2: 5%
F127 and 5000 uM RES; MS+RES-3: 10% F127 and 5000 uM RES; MS-5: 5% F127; MS-10: 10%
F127.
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Table III: Encapsulation e[ficiency

RES initial RES final Encapsulation

Formulation concentration (uM)  concentration (uM) efficiency (%)

WOoONOULA WN =

n MS+RES-1 500 484.10 96.82

14 MS+RES-2 5000 5 2

17 MS+RES-3 5000 479.50 95.90

RES: resveratrol; I'127: Pluronie® 1127, MS+RES-1: 10% I'127 and 500 pM RES: MS+RES-2: 5%
21 1°127 and 5000 nM RES; MS+RES-3: 10% IF127 and 5000 pM RES,

60 https://mc04.manuscriptcentral.com/bjps-scielo
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FIGURES TITLES

Figure 1: Release of resveratrol from MS+RES-3 formulation. Each point represents the

mean values + standard deviation obtained from three experiments.

Figure 2: Percentage of viable T24 cells after treatment with free RES and formulation
MS+RES-3 (10% F127 and 5000 puM). * p < 0.05 in relation to control without
treatment with resveratrol. Each point represents the mean values + standard deviation

obtained [rom three experiments.

Figure 3: Percentage of viable S. aureus cells (A), E. coli cells (B) and C. albicans (C)
after treatment with free resveratrol and formulation MS+RES-3 (10% F127 and 5000
uM). Each point represents the mean values + standard deviation obtained from three

experiments.
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Abstract

The resveratrol is a polyphenolic compound found mainly in grapes which antitumor
activity has been studied in several types of cancer. Although its activity and selectivity
has already been demonstrated in bladder cancer cells, there are few studies on its
molecular mechanisms of action in this type of cancer. Therefore, the aim of this study
was to evaluate resveratrol antitumor activity and its possible mechanisms of action in
bladder tumor cells with different 7P53 gene status (RT4, grade 1, 7P53 wild type;
5637-grade 2 and T24-grade 3, 7P53 mutated). Cytotoxicity, cell proliferation, reactive
oxygen species production, cell migration, nuclear division index (NDI), mutagenicity
and relative expression profiles of CDHI, CTNNBIPI, HATI, HDACI, MYC and
SMAD4 were evaluated. Resveratrol was cytotoxic in all cell lines, however, TP53
mutated cells were more resistant. The increase of reactive oxygen species production
after resveratrol treatment was accompanied by reduced cell proliferation in all cell lines
as well as decrease of NDI. Treatment with resveratrol was not mutagenic. In 7P53 wild
type cells, the inhibition of cell migration was accompanied by CDH1 and SMAD4 gene
modulation. In 7P53 mutated cells, cell migration inhibition with CDHI and
CTNNBIPI upregulation was observed. Additionally, there was HAT downregulation in
RT4 and T24 cells. In conclusion, resveratrol has antiproliferative effect in bladder
tumor cells and its mechanism of action occurred through the production of reactive
oxygen species, interference with the cell cycle and inhibition of cell migration,

independent of TP53 status.

Key words: bladder cancer, resveratrol, 7P53 gene
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Introduction

Bladder cancer is the 10™ most common type of cancer worldwide [1]. Incidence
and mortality rates are elevated in North America and Europe and low in South and
Central America, although the number of new cases in some countries such as Brazil
and Cuba has increased significantly inrecent years [2]. Bladder tumors can be
classified as superficial or muscle invasive, depending on their localization. In general,
superficial bladder cancers are treated with resection and intravesical therapy, while
muscle invasive types are treated with partial or total cystectomy in combination with
chemotherapy [3]. Non-muscle invasive bladder tumors present high rates of recurrence
and progression (approximately 60-70%). Furthermore, there has been no improvement
in survival rates for bladder cancer in the last three decades [4].

The TP53 gene plays an essential role in the regulation of the cell cycle and
apoptosis and therefore contributes to cellular transformation and malignancy [5].
Mutations in the 7P53 gene commonly occur in muscle-invasive bladder cancer and are
associated with increased angiogenesis, invasiveness, metastasis, recurrence and poor
prognosis [6]. However, little is known about the differential gene expression patterns
in human tumors that present with the wild-type or mutated 7P53 gene and the
chemotherapy response [7].

It has been estimated that up to 33% of cancer cases are preventable by
changes in diet and associated factors [8]. Furthermore, natural products are a very
important source of compounds in the discovery and development of new drugs [9].
Regarding antitumor drugs, more than 60% are natural products or derived from natural
products [10]. Compounds derived from plants have received special attention due to
chemopreventive and/or therapeutic effects on various cancers, including the induction

or suppression of specific cellular inflammatory activities, alteration of molecular
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signaling pathways, induction of apoptosis and antiproliferative activity [11].
Furthermore, these substances possess an ability to preferentially destroy malignant
cells with low levels of toxicity to non-neoplastic cells [12].

Resveratrol is a polyphenolic compound found in grapes, berries and peanuts
[13]. Plants produce resveratrol in response to environmental stress, such as exposure to
sunlight and heavy metals, climate change and pathogenic microorganism infection
[14]. Several studies demonstrated its antitumor effects on different types of cancer
[15], including bladder cancer [16-18]. Additionally, non-tumor cells were more
resistant to resveratrol treatment than tumor cells, indicating selectivity [19]. Despite all
these findings, few studies have been performed to better understand the molecular
effects of resveratrol on different types of cancer and different 7P53 status cells.

Considering the evidence of antineoplastic potential of resveratrol and the
importance of 7P53 mutations in bladder cancer, the aim of this study was to
investigate the effects of resveratrol on cellular responses and gene (CDHI,
CTNNBIP1, HATI, HDACI, MYC and SMAD4) expression in bladder cancer cell
lines with a wild type (wt) or mutated 7P53 gene. Our results will help to

clarify the mechanism of action of resveratrol.

Methods
Materials

Resveratrol (> 99%), Dulbecco's Modified Eagle's medium (DMEM), Roswell
Park Memorial Institute medium (RPMI), penicillin G, streptomycin, trypsin, neutral
red, trypan blue, cytochalasin and 2,7-dichlorofluorescein diacetate were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint Louis, United States). Fetal bovine serum was purchased

from Cultilab Ltda. (Campinas, Brazil). Amphotericin B was purchased from Cristélia
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(Itapira, Brazil). Dimethyl sulfoxide (DMSO) was purchased from Neon (Suzano,

Brazil). Giemsa solution was purchased from Dinamica (Diadema, Brazil).

Resveratrol
Resveratrol was solubilized at a concentration of 500 uM in culture medium
with 2% DMSO immediately before its use. For each assay the same concentration of

DMSO was also used as controls.

Cell lines

The cell lines RT4, 5637, and T24 from human bladder carcinoma were obtained
from the cell bank of Rio de Janeiro, Brazil. The 5637 and T24 cells were obtained from
high-grade bladder tumors. The 5637 cells contain two 7P53 mutations, one at codon 72
(Arg > Pro) and another at codon 280 (Arg > Thr) [20, 21]. T24 cells contain a TP53
allele encoding an in-frame deletion of tyrosine 126 [20]. The RT4 cells were obtained
from a low-grade papillary bladder tumor with wild type 7P53 gene. The RT4 and T24
cell lines were maintained in DMEM and the 5637 cells were maintained in RPMI
medium. Both culture media were supplemented with 10% fetal bovine serum, 100
U/mL penicillin G, 100 U/mL streptomycin and 2.5 pg/mL amphotericin B. Cells were

cultured at 37°C in an atmosphere of 5% COx.

Cytotoxicity and cell proliferation

Cytotoxicity and cell proliferation rates were assessed by neutral red uptake and
trypan blue exclusion assays. Initially, 1 x 10* cells were plated in 96-well plates. After
24 hours, the cells were treated with different concentrations of resveratrol (12.5, 25, 50,

100, 150 and 200 pM) for 24 hours. The concentrations and treatment time were
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defined based on the studies made by Lin et al. [17], Bai et al. [18], and Almeida et al.
[22]. Untreated cells were cultured in parallel as a negative control.

For evaluating cytotoxicity and cell proliferation using neutral red uptake assay,
the cells were washed with Hanks’ solution (0.4 g KCI, 0.06 g KH2POu4, 0.04 g
Na;HPOys, 0.35 g NaHCOs, 1g glucose and 8 g NaCl in 1000 mL H20) and complete
fresh medium was added to the cell proliferation assay. Cells were sampled for
cytotoxicity and cell proliferation assays immediately and at 24 hours after treatment,
respectively. Briefly, the neutral red solution (50 pg/mL) was added and the cells were
incubated for 3 hours. Afterwards the cells were washed with PBS (without calcium and
magnesium) and fixed with glutaraldehyde 5%. The desorb solution was added and the
plate was horizontally shaken for 10 minutes. The absorbance was measured at 570 nm.
Absorbance results are proportional to the percentage of viable cells. Both tests were
conducted in triplicate.

For evaluating cytotoxicity and cell proliferation using trypan blue exclusion
assay, the cells were washed with Hanks’ solution and detached using trypsin. Cells
were sampled for cytotoxicity and cell proliferation assays immediately and at 24 hours
after treatment, respectively. The cell suspension was centrifuged at 2000 rpm for 15
minutes. The supernatant was discarded and the cells were resuspended in 50 puL of
culture medium. Trypan blue solution (4%) was added to the cell suspension (5 uL
trypan blue in 10 pL cell suspension) and the mixture was incubated for 5 minutes.
Viable cells (unstained by trypan blue) were counted in a Neubauer chamber. Both tests

were conducted in triplicate.

Quantification of reactive oxygen species
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Reactive oxygen species were quantified using 2,7-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) as a fluorescent probe [23]. The cells were plated on a 96-well plate (7 x
10* cells/well) and incubated for 24 hours. Then, cells were treated with different
concentrations of resveratrol (50, 100 and 150 uM) for 24 hours. Untreated cells were
used as controls. After treatment, the cells were stained in phenol red free culture
medium containing 10 uM DCFH-DA and incubated in the dark for 30 minutes at 37°C.
After labeling, the cells were washed twice with Hanks” solution. Fluorescence reading
was performed on a fluorescence plate reader using wavelengths of 485 nm for

excitation and 535 nm for emission. Tests were conducted in triplicate.

Wound healing assay

Wound healing assay was carried out as previously described by Gandara et al.
[24] with minor modifications. The cells were plated on 12-weel plates (5 x 10°
cells/well). After 24 hours, the cell monolayer was scraped with sterile 200 pL tip to
create a wound. The wound was photographed using an inverted microscope with
camera attached. The cells were washed and treated with 150 uM of resveratrol for 24
hours. Untreated cells were used as controls. After the treatment, cell migration was
photographed. Cell motility quantification was performed using Imagel] software by

measuring the wound width in three random selected microscopic fields.

Cytokinesis-block micronucleus assay and nuclear division index (NDI)

The micronucleus assay was performed based on the technique described by
Fenech [25]. Initially, 1 x 10° cells were placed in Petri dish (100 mm x 20 mm). After
24 hours, cells were treated with resveratrol at 50, 100 and 150 uM for 4 hours [25].

Cells treated with doxorubicin at a concentration of 0.4 pg/mL for 2 hours were used as
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a positive control. After the treatment, 15 pL of cytochalasin B solution (2 mg/mL in
DMSO) were added and the cells were incubated again for 24 (T24 and 5637) or 44
(RT4) hours [26]. At the end of the incubation stage, cells were collected and
centrifuged at 57xG for 5 minutes. The supernatant was discarded and 5 mL of cold
hypotonic solution (0.075 M KCl) were added. After another centrifugation stage (57
xG, 5 minutes), the supernatant was discarded and the cells were fixed with 5 mL of
methanol/acetic acid (3:1) solution and formaldehyde. The slides were prepared, stained
with 5% Giemsa solution and analyzed under a light microscope at 1000x
magnification. The assay was performed in triplicate.

One thousand binucleated cells were analyzed in each slide to determine the
frequencies of micronucleated cells. Five hundred cells were analyzed in each slide to
determine the NDI. The NDI was calculated as previously described by Fenech et al.
[25]: NDI = M1 + 2 (M2) + 3 (M3) + 4 (M4) / N, whereas M1-M4 is the number of

cells with 1-4 nuclei and N is the total number of viable cells.

CDHI1, CTNNBIP1, HAT1, HDACI1, MYC and SMAD4 gene expression

Cells were seeded at a density of 1 x 10° cells/25 cm? culture flask and incubated
for 24 hours. Then, the cells were treated with resveratrol (50, 100 and 150 uM) for 24
hours. Immediately after the treatment, cells were washed with Hanks’ solution and
collected for RNA extraction. Total RNA was isolated using the miRNeasy Mini kit
(Qiagen) according to the manufacturer’s instructions. RNA concentrations and purities
and quality were determined using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific) and 2% agarose gel, respectively. The cDNA synthesis was carried out using
the High Capacity kit (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s

instructions. CDHI (Hs00170423), CTNNBIP1 (Hs00172016), HATI (Hs00186320),
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HDACI (Hs02621185), MYC (Hs01570247) and SMAD4 (Hs00929647) gene
expressions were performed using the TagMan system (Applied Biosystems). GAPDH
(Hs99999905_m1) was used as housekeeping gene. For every PCR sample, a negative
(no template) control was processed as a routine control.

Relative gene expression data were analyzed using the 27T method. Fold
change and fold regulation values were calculated as described by Livak and
Schmittgen [27]. Fold regulation represents fold change results in a biologically
meaningful way. Fold change values greater than one indicate an up-regulation and the
fold regulation is equal to the fold change. Fold change values less than one indicate a

down-regulation and the fold regulation is the negative inverse of the fold change.

Statistical analyses
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism® 5. The data were
analyzed using the one-way ANOVA, and post hoc analysis by Tukey’s test. The results

were considered statistically significant at P < 0.05.

Results
Cytotoxicity and cell proliferation
Neutral red uptake

Significant cytotoxicity was detected in RT4 cells 24 hours after treatment with
resveratrol at the concentrations of 50, 100, 150 and 200 pM. For 5637 and T24 cells
the cytotoxic effect was observed at 100, 150 and 200 uM of resveratrol (Fig. 1-A). The
ICs0 values were estimated to be 97.11 pM for RT4 cells, 220.08 uM for 5637 cells and

198.38 uM for T24 cells.
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Significant decrease of cell proliferation was detected in all cell lines for all

tested concentration of resveratrol, except 12.5 uM (Fig. 1-B).

Trypan blue exclusion

Cytotoxic effect was observed in RT4 cells after treatment with resveratrol at 50,
100, 150 and 200 pM. In 5637 cells, the cytotoxic effect was observed at 100, 150 and
200 uM and in T24 cells at 200 uM (Fig. 1-C). The ICso values were estimated to be
83.58 uM for RT4 cells, 148.58 uM for 5637 cells and 163.16 uM for T24 cells.

There was significant decrease of cell proliferation at 50, 100, 150 and 200 pM
of resveratrol in RT4 and 5637 cells. Significant decrease of cell proliferation was
detected in T24 cell for all tested concentration of resveratrol, except 12.5 uM (Fig. 1-

D).

Quantification of reactive oxygen species
There was a significant increase in the production of reactive oxygen species
after treatment with resveratrol at all concentrations tested to RT4 cells and at 100 and

150 uM to 5637 and T24 cells (Fig. 2).

Wound healing assay

Resveratrol treatment inhibited cell migration in all cell lines studied.
Furthermore, there was an increase in the width of the wound (14.34% for RT4, 2.03%
for 5637 and 19.38% for T24) probably caused by cell death (Fig. 3). There was no

significant difference between DMSO control and untreated control (data not shown).

Cytokinesis-block micronucleus assay and NDI
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In all cell lines, resveratrol treatment did not cause an increase in the frequency
of micronuclei (Table 1). There was a significant decrease in NDI after treatment with

resveratrol in all cell lines (Table 2).

CDHI, CTNNBIP1, HAT1, HDACI, MYC and SMAD4 gene expression

In RT4 cells, CDHI gene was upregulated while SMAD4 and HAT genes were
downregulated after resveratrol treatment. In 5637 cells, CDHI and CTNNBIPI genes
were upregulated after resveratrol treatment. In T24 cells, CDH1 and CTNNBIP1 genes
were upregulated and HAT gene was downregulated after resveratrol treatment (Fig. 4).

The fold change values are shown in Table 3.

Discussion

The potential of resveratrol as a new possibility for cancer treatment was
demonstrated in several studies, including clinical trials [28, 29]. However, regarding
bladder cancer, it is necessary to better study its mechanisms of action, especially
understanding its relationship with the 7P53 gene status due to the importance of this
gene in bladder cancer [30].

In this study, we used two methods that evaluate different cellular endpoints to
determine the cell viability after treatment with resveratrol. The neutral red uptake
method is based on the ability of the neutral red compound (3-amino-7-dimethylamino-
2-methylphenazine hydrochloride) to pass the cell membrane and to concentrate in
lysosomes of viable cells [31]. The trypan blue exclusion assay is based on cell
membrane integrity, since viable cells with intact membranes are impermeable to this
polar dye [32]. Both endpoints indicated that 7P53 mutated cells were approximately

two times more resistant to resveratrol cytotoxic effects than wild type TP53 cells.
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Mutations in 7P53 are often connected to resistance to standard medications, including
cisplatin, doxorubicin and gemcitabine [33]. Since p53 serves as a central inducer of
apoptosis, TP53 mutations can protect, at least partially, from this death pathway
induced by drugs. Additionally, the functions of p53 extend to several non-apoptotic
forms of cell death and other processes such as DNA repair, autophagy and senescence
[34], which are all known to affect anticancer drug responses.

We also observed that there was a decrease on cell proliferation rates in all cell
lines. This result provided evidence that the resveratrol concentrations used led to the
loss of reproductive integrity, probably due to its sustained lethal damage independently
of TP53 status. The significant decrease of NDI values after treatment with resveratrol
also confirmed its antiproliferative effects since this parameter provides a measure of
the proliferative status of the viable cell fraction and can be used as a marker of
cytostatic effect [35]. These findings are in agreement with our previous observation of
decrease of RT4, 5637 and T24 cell colonies in clonogenic survival assay after
resveratrol treatment [22].

Resveratrol treatment caused an increase in the production of reactive oxygen
species in all cell lines studied. This effect may be at least partially responsible for the
reduction in cell proliferation caused by resveratrol treatment. It seems contradictory
that resveratrol, a compound widely known for its anti-oxidant effect, causes the
increase of reactive oxygen species production and produces oxidative stress. However,
it is important to note that resveratrol is a polyphenol, a compound that can act as both
anti-oxidant and pro-oxidant, depending on its concentration, its redox potential, the
presence of metal ions and the pH of the medium [36]. Several studies have confirmed
that high resveratrol concentrations induce excessive production of reactive oxygen

species in tumor cells [37, 38].
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The oxidative stress caused by resveratrol treatment is possibly related to
primary DNA damage caused by this compound as previously reported [22].
Nevertheless, it was not detected mutagenic effects in the micronucleus assay. These
results suggest that resveratrol, although genotoxic, is not aneugenic or clastogenic to
mutated or wt 7P53 cells. Lee et al. [39] also did not find mutagenic effects in
promyelocytic leukemia cells after treatment with resveratrol.

While cell migration is crucial in development and tissue repair, it also mediates
diseases such as cancer [40]. The traditional view of cancer metastasis is based on the
notion that single cells detach from primary tumors, enter the blood and lymphatic
vessels and finally colonize in healthy tissues to form a secondary tumor [41]. We
demonstrated that resveratrol treatment reduced cell migration rates in all studied cell
lines. This modulation was accompanied by CDH1 upregulation (2.49-upregulation at
150 pM for RT4, 1.98- and 3.65-upregulation at 100 and 150 pM, respectively, for
5637 and 1.83-upregulation for T24). This gene encodes a protein (cadherin 1) that
mediates cell-cell adhesion [42]. Loss of CDHI expression is one of the characteristics
observed in epithelial-mesenchymal transition, a process often observed in
carcinogenesis in which an epithelial cell loses cell-cell polarity and adhesion, acquiring
migratory and invasive properties [43].

In wt TP53 cells, the reduction of SMAD4 expression (4.54-, 6.67- and 4.35-fold
downregulation at 50, 100 and 150 pM, respectively) probably also contributed to the
reduction of cell migration. Li et al. [44] showed that the Nodal/ALK/Smad4 signaling
pathway is related to cell migration in RT4 cells. NODAL (Nodal Growth
Differentiation Factor) functions as an oncogene by regulating migration and invasion
via the ALK/Smad signaling pathway. NODAL knockdown inhibits SMAD4 expression,

resulting in inhibited migration and invasion.
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In 7P53 mutated cell lines, the reduction of cell migration caused by resveratrol
was also accompanied by CTNNBIPI upregulation (4.81-fold upregulation for T24 at
150 uM and 1.58-, 2.13- and 2.65-fold upregulation for 5637 at 50, 100 and 150 pM,
respectively). The CTNNBIP]1 encoded protein (catenin beta interacting protein 1) is a
negative regulator of the Wnt/B-catenin signaling pathway. It was demonstrated the
participation of this pathway in the regulation of cell proliferation and migration in
bladder cancer [45].

The MYC oncogene expression is related to the transcription of genes involved
in processes such as angiogenesis, metastasis and cell migration [46]. Wang et al. [47]
found cell proliferation inhibition and decrease of cell migration rates in breast cancer,
which was accompanied by a reduction of c-myc protein levels. In contrast, we did not
detect any changes in MYC expression in either wild type or mutated 7P53 cells,
suggesting that this gene is not involved in resveratrol effects in bladder cancer cells.

Several natural products have been studied as possible acetylation modulators
for cancer treatment [48]. Acetylation is the most common post-translational epigenetic
modification. The balance between acetylation and deacetylation through the enzymes
histone acetyltransferases and deacetylases regulates the general level of acetylation
[49]. We did not observe modulation of HDACI expression, however there was
decrease of HATI expression in RT4 and T24 cells after resveratrol treatment (1.49-fold
downregulation for RT4 at 150 pM and 2.56-, 4.17- and 3.70-fold downregulation for
T24 at 50, 100 and 150 uM, respectively). High expression of HAT1 is related to several
kinds of cancer and could reflect its role in chromatin assembly [50]. This process needs
to be maintained with a high capacity to accompany the continuing DNA replication of

tumor cells. Yang et al. [S1] showed that depletion of HAT/ sensitized cells to DNA
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damage compromised the global chromatin structure, inhibited cell proliferation and
induced cell death.

In conclusion, resveratrol presented antiproliferative activity independent of
TP53 status in bladder cancer cells, interfering with the cell cycle, inducing production

of reactive oxygen species and inhibiting the cell migration.
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Table 1: Frequencies of micronucleated (%.) RT4, T24 and 5637 cells after treatment

with resveratrol.

DMSO Positive RES RES RES
Control
Control Control 50 uM 100 uM 150 uM
RT4 0 0 0.011 £0.002* 0 0 0

5637 0.003+0.001 0.002+0.001 0.013+0.001* 0.002+0.001 0.003+0.001 0.001 +0.001

T24  0.004£0.001 0.003+0.001 0.014 +0.004* 0.004 £0.001 0.001 £0.001 0.002 +0.001

Control: untreated control. DMSO: vehicle control. Positive control: doxorubicin (0.4 pg/mL). RES:

resveratrol. * P < 0.05 compared to control.

Table 2: Nuclear division index (NDI) for the RT4, 5637 and T24 cells after the

treatment with resveratrol.

RES RES RES
Control DMSO control
50 uM 100 uM 150 uM

RT4 1.824+0.034 1.778+0.038  1.727 £0.058 1.645+0.052* 1.415+0.036"
5637  1.805+0.015 1.837+0.016 1.815+0.013 1.744 £0.006* 1.737 £0.012*

T24  1.887+0.005 1.925+0.019 1.774+£0.012* 1.695+0.003* 1.629 +0.007*

Control: untreated control. DMSO: vehicle control. RES: resveratrol. * P < 0.05 compared to control.

Table 3: Fold changes values calculated for RT4, 5637 and T24 cells after treatment

with resveratrol.

RT4 5637 T24

RES (uM) 50 100 150 50 100 150 50 100 150

CDH1 125 132 249 148 192 365 059 036 1.83

CTNNBIPI 128 098 148 1.58 213 265 092 232 48l

% HAT 1.86 138 067 1.16 099 094 039 024 027
Y

g HDAC 086 091 046 1.22 098 1.08 128 220 2.02

myc 1.76 235 187 1.06 097 107 058 086 098

SMAD4 022 015 023 09 118 136 086 121 1.77

RES: resveratrol.
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Figure captions

Figure 1: Percentages of viable cells (logarithmic scale) in RT4, 5637, and T24 cell
lines immediately (A and C) and 24 hours (B and D) after treatment with resveratrol
analyzed by the neutral red uptake and trypan blue exclusion method, respectively.
Control: untreated cells. DMSO: vehicle control. RES: resveratrol. * P < 0.05 compared

with control.

Figure 2: Production of reactive oxygen species in RT4, 5637 and T24 cells after
resveratrol treatment. Control: untreated control. DMSO control: vehicle control. RES:

resveratrol. * P < 0.05 compared to control.

Figure 3: Photographs and quantification of cell migration in RT4 (A and B), 5637 (C
and D) and T24 (E and F) cells after resveratrol treatment. Control: untreated control.

RES: resveratrol. * P < 0.05 compared to control.

Figure 4: Relative expression of genes CDHI, CTNNBIPI, HAT1, HDACI, MYC and

SMAD4 in RT4, 5637 and T24 cells treated with resveratrol for 24 h. Control: untreated

cells. DMSO: vehicle control. RES: resveratrol. * P < 0.05 compared with control.
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Figure 3
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Figure 4
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