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RESUMO

A resisténcia a quimioterapicos tem sido um problema na terapéutica contra o
cancer. Nesse contexto, a busca por compostos ativos derivados de produtos
naturais vem aumentando. Atividade analgésica, anti-inflamatéria, antitumoral, entre
outras, despertam interesse em espécies que compdem a familia Fabaceae. A
espécie Bowdichia virgilioides € utilizada popularmente para o tratamento de
diversas doencas, mas existem poucos relatos cientificos comprovando suas
propriedades farmacologicas, como antimalarica (DEHARO et al., 2001),
hipoglicemiante (SOUZA et al., 2009), anti-inflamatdria e antinociceptiva (BARROS
et al., 2010). O objetivo desse trabalho foi investigar in vitro o potencial anticancer do
extrato aquoso bruto obtidos das folhas de B. virgilioides e de suas fracbes em
linhagens tumorais e em cultura primaria, com uma andlise qualitativa dos
metabdlitos secundarios presentes nos extratos testados. Foram utilizadas as
linhagens celulares humanas de adenocarcinoma pulmonar (A549), melanoma
(MDA-MB-435S) e leucemia linfoblastéide T (CCRF-CEM) e cultura primaria de
células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC). Foram realizadas
avaliacbes da viabilidade celular com todos os extratos obtidos, seguido de
avaliacdo dos potenciais genotoxico, apoptético e antioxidante da fracao
cloroférmica (BvF C), bem como sua ac¢do sobre o ciclo celular da linhagem tumoral
CCRF-CEM. As analises estatisticas foram feitas pelo método One-Way ANOVA,
seguido pelo pés-teste Newman-Kewls e, nos resultados de ciclo celular, pelo teste
de variancia Two-Way ANOVA, seguido pelo pés-teste de Bonferroni, ambos com
nivel de significancia selecionado para p < 0,05. O extrato bruto diminuiu
significativamente a viabilidade da linhagem A549 nas concentracfes de 1,8 a 30
png/mL em relacdo a cultura ndo tratada. A fracdo BvF C foi capaz de diminuir a
viabilidade celular de todas as linhagens tumorais testadas e ndo mostrou nenhum
efeito em células de cultura primaria, sugerindo uma acdo seletiva; aumentou os
niveis de espécies reativas de oxigénio e induziu parada do ciclo celular em G1, sem
causar danos genbmicos e apoptose. Os resultados mostraram que o BvF C € um
potente inibidor proliferativo de células de leucemia linfoblastéide T, sem afetar a
viabilidade de PBMC normais, podendo se tornar um alvo interessante como um
possivel agente anticancer.

Palavras-chave: Bowdichia virgilioides. Produtos Naturais. Metabolitos Secundarios.

Anticancer. Extrato Aquoso Bruto.



ABSTRACT

Resistance to chemotherapy has been a problem in the treatment against cancer. In
this context, the search for active compounds derived from natural products is
increasing. Analgesic activity, anti-inflammatory, antitumor, among others, arouse
interest in species that make up the Fabaceae family. The Bowdichia virgilioides
species is commonly used for the treatment of various diseases, but there are few
scientific reports demonstrating its pharmacological properties, such as antimalarial
(DEHARO et al., 2001), hypoglycemic (SOUZA et al., 2009), anti-inflammatory and
antinociceptive (BARROS et al., 2010). The aim of this study was to investigate in
vitro anticancer potential of crude aqueous extract obtained from the leaves of B.
virgilioides and its fractions in tumor cell lines and in primary culture, with a qualitative
analysis of secondary metabolites present in the extracts. Human lung
adenocarcinoma cell lines were used (A549), melanoma (MDA-MB-435S) and T
lymphoblastoid leukemia (CCRF-CEM) and primary culture of mononuclear cells of
human peripheral blood (PBMC). Evaluations were carried out in cell viability with all
the extracts obtained, followed by assessment of potential genotoxic, apoptotic and
antioxidant chloroform fraction (BVF C) as well as its effect on the cell cycle of tumor
cell line CCRF-CEM. Statistical analyzes were made by one-way ANOVA, followed
by Newman-Kewls post-test and the results of the cell cycle, by the Two-Way
ANOVA test followed by the post-test Bonferroni, both with significance level selected
to p <0.05. The crude extract significantly decreased the viability of the A549 strain in
concentrations of 1.8 to 30 ug / ml compared to untreated culture. The BVF fraction C
was able to reduce cell viability of all tested tumor cell lines and showed no effect on
primary cultured cells, suggesting a selective action; increased levels of reactive
oxygen species and induced cell cycle arrest in G1, without causing genomic
damage and apoptosis. The results showed that the BVF C is a potent inhibitor of
proliferative T lymphoblastoid leukemia cells without affecting the viability of normal
PBMC can therefore become an attractive target as a potential anticancer agent.

Keywords: Bowdichia virgilioides. Natural Products. Secondary Metabolites.
Anticancer. Crude Agueous Extract.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa uma enfermidade cada vez mais comum e um Seério
problema de saulde, principalmente por se tratar de uma doenca complexa,
necessitando de tratamentos que, geralmente, comprometem a qualidade de vida do
paciente (DALKIC et al., 2010). Devido a relativa semelhanca entre células tumorais
e normais, o grande desafio para o tratamento de canceres € a distingdo entre essas
células e, geralmente, esse tratamento consiste em uma combinacdo de terapias
(INCA, 2012).

Dentre as praticas de tratamento antineoplasico, a quimioterapia é a mais
utilizada para o tratamento de diversos tumores. A radioterapia e a cirurgia também
tem desempenhado papéis importantes no tratamento do cancer, entretanto as taxas
de cura ainda séo consideradas insatisfatérias (REED, 2009).

A incidéncia de novos casos de céncer aumenta a cada ano, sendo
responsavel por cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo (BASKAR et al., 2012).
Dados do Sistema de Informacdo sobre Mortalidade (SIM) relatam que, entre os
anos de 2003 a 2013, o cancer de pulmdo e o cancer de mama foram os mais
frequentes e 0s que mais causaram mortes entre homens e mulheres,
respectivamente (MS, 2013).

O cancer ser uma doenca quase uniformemente fatal se deve ao fato,
principalmente, dos tumores desenvolverem mecanismos de resisténcia a farmacos
guimioterapicos, o que resulta na falha do tratamento e na progressdo do cancer
(BORST; ELFERINK, 2002; CALEY; JONES, 2012).

Diante deste fato, a busca por moléculas bioativas capazes de inibir a
progressdo do cancer se faz necessario. A descoberta de novos anticancerigenos
de origem vegetal vem incentivando pesquisas na area. Nesse contexto, os produtos
naturais vém ganhando destaque (BRANDAO et al., 2010). Alguns farmacos muito
utilizados na terapia convencional, como o paclitaxel, a vincristina e a vimblastina,
foram isolados de plantas e sdo empregados para o tratamento de diversos tipos de
cancer (HAMAYUN, 2007).

Considerando que muitas espécies de plantas ndo tiveram algum tipo de

estudo fitoquimico ou de atividade bioldgica investigada, acredita-se que muitas
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substancias promissoras a farmacos anticAncer podem ser de origem vegetal
(BRANDAO et al., 2010; SHAH et al., 2013).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

2.1.1 Definicao e Classificagao

Os termos cancer, tumor maligno ou neoplasia maligna sdo sinbnimos e
representam um conjunto de mais de 100 mil diferentes tipos de doencas que,
comumente, apresentam o crescimento desordenado de células que invadem
tecidos e oOrgdos subjacentes, podendo migrar para outras regides do corpo. A
combinacdo dessas duas caracteristicas € o que torna o cancer perigoso (INCA,
2012).

As neoplasias podem ser benignas, as quais tem seu crescimento de forma
organizada, expansivo e com limites nitidos, ou malignas, que proliferam
desordenadamente e sao capazes de provocar metastases, podendo ser resistentes
ao tratamento e levar a morte (Figura 1), (MS, 2011).

Figura 1 - Diferenca entre os tipos de tumores.

Tumor benigno Tumor maligno

Fonte: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/abc_do_cancer.pdf.

Independentemente da exposi¢cao a agentes carcindgenos, as células normais

sofrem mutacdes genéticas espontaneas, que ndo alteram seu desenvolvimento
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normal. Quando essas alteragcdes ocorrem em genes denominados proto-oncogenes
(que se encontram inativos em células normais), estes podem ser ativados e se
transformarem em oncogenes — genes responsaveis pela malignizacdo das células
normais (MS, 2011).

A classificacdo da neoplasia € baseada no tipo de célula/ tecido em que ele
se inicia, podendo ser denominado de carcinoma (tecidos epiteliais ou mucosas),
sarcomas (tecidos conjuntivos), leucemias (células sanguineas brancas), mielomas
(células plasmaticas da medula d&ssea), neuroblastomas (células malignas
embrionérias), gliomas (células gliais) e linfomas (células do sistema linfatico),
(ALBERTS et al., 2010b; INCA, 2012).

O processo de formacdo de cancer (carcinogénese), geralmente, se inicia
lentamente, podendo demorar anos para que uma célula cancerosa prolifere e o
tumor seja visivel (ALBERTS et al., 2010b). Entretanto, € um processo complexo de
multiplos estagios que, geralmente, envolvem mais de uma mudancga genética além
de outros fatores epigenéticos que aumentam a probabilidade de mutacbes
genéticas, resultando no cancer (RANG et al., 2012).

O periodo de iniciacdo depende do tipo e localizagéo inicial do cancer e da
intensidade do estimulo carcinogénico, ou seja, da auséncia ou presenca de agentes
oncoiniciadores (no estagio de iniciacdo, onde os genes sofrem acdo dos agentes
cancerigenos, provocando danos genéticos nas células), oncopromotores
(transforma as células em malignas, no estagio de promoc¢éo da carcinogénese) e
oncoaceleradores (atuam no estadgio de progressdo, sendo responsaveis pela
proliferacdo desordenada e irreversivel da célula), como consequéncia do
desequilibrio nos mecanismos de controle do ciclo celular (MS, 2011).

As causas que levam ao desenvolvimento de um cancer sédo variadas, e
incluem fatores externos — como habitos sociais e culturais e o meio ambiente, e

fatores internos — como predisposicao genética (INCA, 2014).

2.1.2 Incidéncia do Cancer no Brasil

O cancer é um sério problema de salude que afeta milh6es de pessoas no
mundo, reduzindo a qualidade de vida e levando, em muitos casos, a morte
(SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013). Estimativas do Globocan relatou que em
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2012 houve mais de 14 milhdes de novos casos de cancer e mais de 8 milhdes de
mortes por cancer no mundo (WHO, 2013).

O perfil epidemioldgico pelo qual vem se apresentando no Brasil, esta
tornando o cancer um problema relevante e tem conquistado espaco em politicas
governamentais, permitindo, a partir do conhecimento sobre a situacdo atual dessa
doenca, estabelecer prioridades e alocar recursos para modificar essa realidade na
populacao do pais (INCA, 2012).

A estimativa para o ano de 2014, que também € valida para o ano de 2015,
de acordo com o Instituto Nacional do Céancer, foi cerca de 395 mil novos casos de
cancer no pais (sem contar com os casos de cancer da pele ndo melanoma), onde
204 mil no sexo masculino e 190 mil no sexo feminino, (INCA, 2014).

Os tipos de canceres mais incidentes nos homens foram cancer de prostata
(22,8%) e pulméo (5,4%), nas mulheres os tipos de céanceres mais incidentes foram
de mama (20,8%) e célon (6,4%). Na figura 2 mostra a estimativa de 2014/2015 para
os 10 tipos mais incidentes de canceres em ambos o0s sexos (INCA, 2014). De
acordo com as taxas de mortalidade dos principais canceres mais frequentes em
2013, o cancer de pulmao e o cancer de mama sao os tipos mais letais em homens

e mulheres, respectivamente (MS, 2013).

Figura 2 - Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2014
por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Localizacdo primaria  casos novos % Localizacdo primaria casosnovos %
. . . MamaFeminina 7.0 208%
Homens Mulheres
Traqueia, Bronquio e Pulméo 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%
Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%
Estdmago 12.870 4,3% Tragueia, Bronquio e Pulmdo 10,930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Esdfago 8.010 2,6% Estdmago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5,900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% Qvario 5.680 2,1%
Leucemias 5,050 1,7% Linfoma ndo Hodgkin 4,850 1,3%
Sistema Nervoso Central 4,960 1,6% Leucemias 4,320 1,6%

Fonte: <http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/tabelaestados.asp?UF=BR>.
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2.1.3 Alteragbes Celulares e Moleculares na Carcinogénese

A principal caracteristica das células cancerosas € a proliferacao
descontrolada e a inativacado de genes de supressao tumoral ou a transformacéo de
proto-oncogenes. Algumas alteracbes podem conferir essa autonomia de
crescimento tecidual e levar a mudancas em diversos sistemas celulares, tais como
fatores de crescimento, transdutores do ciclo celular (como ciclinas, por exemplo),
mecanismo apoptoético, expressdo da telomerase e angiogénese direcionada ao
tumor (RANG et al., 2012).

2.1.3.1 Ciclo celular e apoptose

O ciclo celular € uma série de eventos que ocorrem numa célula, resultando
na sua divisdo e duplicacdo e é controlado por varios mecanismos, 0 que assegura
que a divisdo celular ocorra de forma adequada (VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003). A maioria das células se encontram no estado de repouso (G0),
mas podem receber sinais que facam com que ela entre no ciclo celular
(MCDONALD; EL-DEIRY, 2000).

O ciclo celular é dividido em 3 fases: a fase G1 (G de “gap” que significa
“‘intervalo”); a fase S (sintese), onde a célula duplica seu DNA; a fase G2, que é uma
fase de crescimento; e a fase M (mitose), a qual representa a divisdo celular
propriamente dita. Na fase G1, a célula sofre a acdo de fatores mitogénicos e de
moléculas inibidoras, como o TGFB. A fase G1 é caracterizada por 2 momentos: G1
precoce, onde a célula ainda esta susceptivel a influéncias externas que podem
fazer com que o ciclo seja bloqueado no ponto de restricdo e a célula entra em GO
(“repous0o”); e G1 tardia, onde a célula ndo sofre influéncias do meio e progride no
ciclo (MCDONALD; EL-DEIRY, 2000).

As CDK’s (quinases dependentes de ciclinas) séo proteinas responsaveis
pela regulacéo do ciclo celular, ou seja, regulam a passagem da célula de uma fase
para outra, e sao reguladas por ciclinas que formam um complexo ciclina/CDK
(Quadro 1) especifico para cada fase do ciclo celular, particularmente nas transicdes
de fases, tanto de G1 para S quanto de G2 para M (BONELLI et al., 2014).
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Quadro 1 - Principais ciclinas e cdk's que regulam o ciclo celular.

Fase do Ciclo Celular Complexo ciclina/cdk
Gl ciclina D/ cdk4, 6
G1/s ciclina E/ cdk 2
S ciclina A/ cdk 1
M ciclina B/ cdk 1

Fonte: Autora, 2015 — Adaptado de ALBERTS, 2010.

Um grupo de inibidores do ciclo (CDKI’s) atuam bloqueando ou regulando
negativamente as CDK'’s, impedindo a progressao do ciclo celular. A complexidade
da regulacéo do ciclo celular reflete diretamente no grande numero de alteracdes
gue podem levar a proliferacdo celular anormal, ocasionando o desenvolvimento do
cancer (VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Existem diversos mecanismos que levam a evolucdo de uma célula normal
para uma célula potencialmente maligna, entretanto, a maioria deles interferem na
divisao celular, levando a altera¢des do ciclo celular (RANG et al., 2007). Os fatores
de crescimento ativam a multiplicacdo celular, enquanto que os controles de
retroalimentacdo, como genes supressores de tumor que inibem a replicacao celular
para reparo ao DNA quando ha dano, inibem a multiplicacdo (DE ALMEIDA et al.,
2005).

Mutacbes tanto nos genes que estimulam (oncogenes) quanto nos que
bloqueiam o ciclo celular (genes supressores de tumor) podem conferir a uma célula
vantagens quanto ao crescimento e proliferacdo sobre as células normais,
ocasionando uma desregulagcéo do ciclo celular (WARD, 2000). Essas mutacdes
podem originar células potencialmente malignas e conferir-lhes uma resisténcia a
processos celulares eliminatorios (OKADA; MAK, 2004).

Dois mecanismos sdo empregados para a eliminacdo de células nos
organismos multicelulares: a necrose e a apoptose (JIN et al.,, 2007). A morte por
necrose é desencadeada pela ruptura da membrana plasmatica e geralmente
desencadeia processos inflamatorios; ja a morte por apoptose € uma “morte limpa”

onde ocorre a condensagéo da cromatina e o DNA fragmentado forma os chamados
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corpos apoptéticos e células tumorais possuem a capacidade de resistir a esse tipo
de morte celular (BROWN, 2008).

Os genes que controlam o tempo de vida celular, envolvidos no processo de
apoptose, e genes responsaveis por reparos no DNA também podem sofrer
mutacOes e estdo envolvidos no processo de carcinogénese. O mecanismo de
apoptose (ou morte celular programada) elimina de forma répida células
desnecessarias (que estejam em excesso) ou prejudiciais (células que sofreram
danos) ao organismo (WARD, 2002).

Em 1964, o termo “morte celular programada” foi proposto para designar um
tipo de morte que acontece de forma nao acidental (LOCKSHIN; WILLIAMS, 1964)
que, posteriormente, ficou conhecida como apoptose (KERR; WYLLIE., 1972). Ela
ocorre em resposta a diversas situacées, como na organogénese, atrofia de érgéaos,
resposta inflamatoria e delecdo de células ap6s dano celular por agentes
genotdxicos (RANGANATH; NAGASHREE, 2001).

Vérios fatores podem desencadear o processo de apoptose, como agentes
quimioterapicos, danos no DNA e altos niveis de espécies reativas de oxigénio
(HENGARTNER, 2000). A apoptose pode ser ativada por duas vias: intrinseca e
extrinseca (PROGRAMMED, 2007). A via intrinseca que é desencadeada por
estresse celular, resulta na ativacdo de caspase-9, e 0s sinais sao transduzidos
principalmente para a mitocéndria, que € a organela mediadora desse processo
(HENGARTNER, 2000). A via extrinseca é iniciada pela ativacdo de caspase-8,
desencadeada por um grupo de receptores de membrana da familia dos receptores
de fatores de necrose tumoral (rTNF), com consequente ativacdo dos receptores de
morte. Cada uma dessas vias convergem para uma via comum de ativagao
proteolitica de caspase-3 (DANIEL et al., 2001; GHAVAMI et al., 2009).

Apesar da enorme variabilidade do cancer, evidéncias demonstram que a
resisténcia a apoptose é uma das caracteristicas mais marcantes da maioria dos
tumores malignos (OKADA; MAK, 2004). Essa caracteristica pode ser adquirida por
diversos mecanismos, entre eles por lesbes no DNA ou espécies reativas de
oxigénio (ZORNIG et al., 2001). A morte programada é alvo para a acdo de
quimioterapicos (NICHOLSON, 2000) e mecanismos moleculares da apoptose tem
sido investigados e varios estudos sendo realizados nesse sentido, como por
exemplo farmacos que tem como principal alvo membros da familia Bcl-2 e Bcl-XL
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onde, a reducdo de suas atividades, € suficiente para induzir a célula a entrar em
apoptose (KIM et al., 2007; OLTERSDOREF et al., 2005).

2.1.4 Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Os efeitos deletérios relacionados ao oxigénio sdo conhecidos desde o final
do século XIX, mas a identificacdo dos radicais livres como responsaveis por esses
efeitos sO0 foi possivel quando Denham Harman declarou sua teoria sobre o
envolvimento desses radicais em processos de envelhecimento, mutagénese e
cancer (HARMAN, 1992). As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas numa
série de processos degenerativos, devido a sua capacidade de serem ou gerarem
radicais livres. Sabe-se que o estresse oxidativo no tecido inflamado pode dar inicio
a carcinogénese (ROESSNER et al., 2008). A formacao dessas espécies reativas de
oxigénio (ROS) ocorre durante processos biolégicos oxidativos, sendo formados
fisiologicamente nos sistemas biolégicos ou através do metabolismo de compostos
exégenos, como a fosforilacdo oxidativa, responsavel pela geracdo de energia
através do ATP na mitocondria (SOSA et al., 2013).

Evidéncias sugerem que as células tumorais apresentam um aumento
intrinseco de ROS, devido ao aumento da atividade metabdlica mitocondrial
(PELICANO; CARNEY; HUANG, 2004). Quantidades elevadas de ROS em células
tumorais podem gerar consequéncias significativas, como a estimulacdo da
proliferacdo celular, mutacBes e instabilidade genética e aumento da resisténcia a
agentes anticancerigenos (MORIN, 2003; VASILEVSKAYA; O'DWYER, 2003).

As funcdes bioldégicas de EROS, seus efeitos no desenvolvimento e
progressdo do cancer, seus possiveis mecanismos e consequéncias tém sido
avaliados. Alguns autores sugerem como principais mecanismos que levam ao
aumento do estresse oxidativo o mal funcionamento e mutagdes mitocondriais
(CAREW et al., 2003; COPELAND et al.,, 2002; KUMIMOTO et al., 2004) e o
processo inflamatorio cronico (HUSSAIN; HOFSETH; HARRIS, 2003). Esses
processos resultam em um aumento da proliferacao celular de células cancerigenas
(BEHREND; HENDERSON; ZWACKA, 2003; SCHIMMEL; BAUER, 2002), danos ao
DNA (JACKSON; LOEB, 2001; VAFA et al, 2002), resisténcia a farmacos
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quimioterapicos (KIM et al.,, 2004b; PELICANO et al., 2003) e morte celular
(HENSLEY et al., 2000; ZHOU et al., 2003).

2.1.5 Principais Formas de Tratamento do Cancer

Umas das principais dificuldades de tratar o cancer € que, geralmente, o
crescimento do tumor ja se encontra avancado antes do seu diagnoéstico (RANG et
al., 2012). Visando a cura, o prolongamento da vida util e a melhora da qualidade de
vida existem trés principais tipos de tratamento do cancer: a quimioterapia, a
radioterapia e a excisao cirdrgica (MS, 2011), além desses a terapia de fotorradiacao
e a imunoterapia tem sido utilizadas com o objetivo de erradicar o cancer através de
terapia combinada (ALMEIDA et al., 2005).

A radioterapia e a cirurgia se baseiam em um tratamento local do cancer e,
geralmente, sdo utilizadas em conjunto e levam a remocdo dos tumores com
eficacia. Quando utilizada separadamente, a radioterapia pode levar a reducdo do
tamanho do tumor e diminuir a recorréncia e a possibilidade de metastase
(ALMEIDA et al., 2005).

O tratamento sistémico do cancer é feito por meio da terapia com farmacos
denominados quimioterapicos (ou antineoplasicos) administrados de acordo com
esquemas terapéuticos em intervalos regulares (MS, 2011). O objetivo da
quimioterapia € a destruicdo de células neoplasicas, sem que as células normais
sejam prejudicadas, entretanto, a maioria dos farmacos quimioterapicos ndao atuam
de forma especifica e lesam células cancerigenas e células normais (HAHN;
WEINBERG, 2002; ALMEIDA et al., 2005).

2.1.6 Farmacos Antineoplasicos

A maioria dos farmacos antineoplasicos afetam apenas a divisdo celular
(farmacos ciclo-celular especificos) — em muitos casos, durante a fase S do ciclo,
gerando danos ao DNA e levando as células a apoptose — sem nenhum efeito
especifico na invasividade, na perda da diferenciacéo e na capacidade de metastase

(RANG et al.,2012). Outros farmacos, ciclo-celular ndo especificos, sdo capazes de
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eliminar as células tumorais independente de estarem em alguma fase de diviséo ou
em repouso, GO (ALMEIDA et al., 2005). A figura 4 mostra em qual etapa do ciclo
celular alguns agentes antineoplasicos agem.

Os produtos naturais utilizados na terapia clinica do cancer podem agir no
ciclo celular de forma especifica ou ndo (ALMEIDA et al., 2005). Os quimioterapicos
vimblastina e vincristina (alcaloides da vinca), paclitaxel e etoposideo sdo exemplos
de farmacos que atuam diretamente em alguma etapa da divisdo e inviabilizam a
proliferacéo celular (OLIVEIRA; ALVES, 2002).

Os principais farmacos anticancer podem ser divididos em alquilantes,
antibiodticos citotoxicos, horménios, anticorpos monoclonais, inibidores de proteina
guinase e agentes diversos, 0s quais ndo se encaixam nas categorias anteriores
(RANG et al., 2012). Os agentes hormonais ndo sao citotoxicos, atuam modulando a
proliferacdo celular e sua acédo antitumoral depende de uma série de eventos que
interferem ou bloqueiam a sintese de proteinas importantes para o crescimento e
divisdo celular (GOODMAN; GILMAN, 1994). Os anticorpos monoclonais e o0s
inibidores de proteina quinase, apresentam uso muito restrito. Os farmacos
citotdxicos incluem os agentes alquilantes, antimetabdlitos, antibiéticos citotdxicos e

alguns derivados de plantas (RANG et al., 2012).

Figura 3 - Atividade dos agentes antineoplasicos em relacdo a fase do ciclo celular.

Antimetabdlitos
Produtos naturais °

¢

Agentes .
alquilantes
do DNA

Fonte: ALMEIDA et al., 2005.



25

2.1.6.1 Agentes Alquilantes

Esses agentes possuem grupamentos quimicos que sao capazes de formar
ligacbes covalentes com o DNA da célula. Sdo os mais utilizados de todos os
farmacos anticancer e sua acéo pode resultar tanto na interferéncia da transcricéo e
replicagéo quanto na morte celular por apoptose (KESKIN et al., 2000).

Um exemplo de agente alquilante é o quimioterapico ciclofosfamida,
pertencente ao grupo das mostardas nitrogenadas, muito utilizado em diversos
esquemas terapéuticos (RANG et al., 2012). A ciclofosfamida € um pré-farmaco —
ativo apOs ser metabolizado no figado — que impede a divisdo celular (agente nao-
especifico de fase do ciclo celular) e também possui atividade imunossupressora
(RICCARDI et al.,, 2013). E indicado no tratamento do cancer de mama,
adenocarcinoma de pulméao, leucemia linfoide aguda, entre outras (ANVISA, 2000).

Os compostos de platina compreendem outra classe dos agentes alquilantes.
A cisplatina, por exemplo, é classificada como um agente alquilante ndo-especifico
sobre o ciclo celular e age formando ligac6es covalentes bifuncionais (ou seja,
possuem dois grupos alquilantes), mudam a conformacdo do DNA, inibindo sua
sintese (NEVES; VARGAS, 2011). E indicada para tratamento do cancer de bexiga,
pulmao, ovario, entre outros (ANVISA, 2000; RANG et al., 2012).

2.1.6.2 Antimetabélitos

Os antagonistas do folato, analogos de pirimidina e analogos da purina séo as
classes que compreendem esse tipo de farmacos (RANG et al.,, 2012). Seu
mecanismo de acdo se baseia em bloquear ou interferir as vias de sintese do DNA
(CHAN; CRONSTEIN, 2013). O metotrexato e a fluoruracila sdo exemplos de
guimioterapicos pertencentes a essa classe e sao indicados para o tratamento de

cancer de pulmao, gastrico, bexiga, cabeca, pescoco e outros (ANVISA, 2000).
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2.1.6.3 Antibiéticos citotéxicos

Sao amplamente empregados e com elevada toxicidade. As antraciclinas,
dactinomicina, bleomicinas e mitomicinas sao tipos de antibiéticos que fazem parte
do grupo dos antibi6ticos citotoxicos (DE ALMEIDA et al., 2005).

Dentre varios antibidticos, a doxorrubicina (que é o principal antibiético
anticancer do grupo das antraciclinas) possui elevado potencial citotdéxico e € muito
utilizada para o tratamento de cancer de mama, melanoma e leucemia linfoblastica
aguda (ANVISA, 2000; RANG et al., 2012). Age intercalando o DNA e provocando
guebras na dupla hélice, forma radicais livres e desencadeia o processo de morte

celular por apoptose (SWIFT et al., 2006).

2.1.7 Resisténcia a Quimioterapicos

A resisténcia aos quimioterapicos desenvolvida pelas células neoplasicas
pode ser primaria (ou intrinseca) — quando o farmaco € administrado pela primeira
vez — ou adquirida, durante o tratamento com o farmaco. A resisténcia a multiplas
drogas (MDR) é um tipo de resisténcia adquirida e consiste na auséncia de resposta
ao tratamento com quimioterapicos (HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010).

Essa resisténcia pode estar relacionada com uma série de fatores que déao
origem a varios mecanismos de resisténcia (PERSIDIS, 1999). A diminuicdo no
acumulo dos farmacos citotéxicos e na quantidade de farmaco captado pelas
células, a ativacao insuficiente do farmaco, maior concentragdo da enzima-alvo e o
reparo rapido de lesBes induzidas pelo farmaco, sdo exemplos de mecanismos de
resisténcia (SZAKACS et al., 2006).

Dentre os mecanismos citados, o principal mecanismo de resisténcia esta
relacionado ao transporte da droga através da membrana plasmatica e, no minimo,
trés bombas de transporte estdo envolvidas e promovem o efluxo do quimioterapico
para fora da célula. Uma das proteinas responsaveis pelo efluxo do quimioterapico &
a (glicoproteina-P e, quando super expressa, desencadeia mecanismos de
resisténcia (BORST et al., 2000).

A selecdo de novos tratamentos do céancer como farmacos inibidores da
angiogénese (GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000), terapia genética (MALEK et al., 2008),
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reversdo da multiresisténcia aos farmacos (KEITH et al., 2004), além de produtos
naturais com potencial anticancer vem sendo estudados (GOTTESMAN; FOJO;
BATES, 2002).

2.2  Fitoterapia

2.2.1 Histoéria

O uso de plantas com fins medicinais para o tratamento, a cura e a prevencgao
de doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). O termo fitoterapia deriva do grego phyton que
significa “vegetal” e de therapeia, "tratamento”, e consiste no uso interno ou externo
de vegetais para o tratamento de doencgas, sejam eles “in natura” ou sob a forma de
medicamentos (ALVES; SILVA, 2003). De acordo com dados da Organizagao
Mundial de Saude (2007), 80% da populacdo mundial faz uso de plantas medicinais.
Desde os primordios diversas plantas sao utilizadas pela humanidade (VIEGAS; DA
SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006), sem qualquer estudo que comprovasse seu
real poder medicinal, 0 seu uso era baseado no empirismo, onde as propriedades
terapéuticas foram sendo descobertas e propagadas de geracdo em geracao,
fazendo parte da cultura popular (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Nesse contexto, houve um grande avanco na terapia dado por Paracelso que
defendia a Teoria da Assinatura dos Corpos, na qual as plantas apresentavam uma
“‘impressao divina” que indicava suas virtudes curativas. Segundo essa teoria, a
semelhanca das formas das plantas aos 6rgdos humanos determinava o seu efeito
curativo sobre estes (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). A partir dai, as plantas
adquiriram fundamental importancia na medicina popular devido suas propriedades
terapéuticas e/ou toxicas (DI STASE, 2007).

Nos paises mais desenvolvidos, bem como nos paises em desenvolvimento,
o consumo de produtos a base de fontes naturais tem aumentado a cada dia
(VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). No Brasil, a utilizacido de ervas medicinais teve sua
base na pratica indigena, que influenciada pela cultura africana e portuguesa, gerou

uma vasta cultura popular.
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Apesar dos progressos da terapia alopata, da industria farmacéutica e dos
fitoterapicos ainda serem associados a crenca popular sem base cientifica, a
fitoterapia vem sendo colocada em destaque e muitas pesquisas sao realizadas para
comprovar suas propriedades farmacologicas (ALVES; SILVA, 2003).

A magnitude da biodiversidade brasileira ndo é conhecida com precisdo
devido a sua complexidade, estima-se a existéncia de mais de 2 milhdes de
espécies diferentes de plantas, animais e microrganismos (SIMOES et al., 2007),
contando com mais de 56.000 espécies de plantas catalogadas — quase 19% da
flora mundial (DIAS, 1996; GIULIETTI et al., 2005) em que se estima um total de
350.000 a 550.000 (SIMOES et al., 2007) onde, muitas delas sdo utilizadas pela
populacdo na medicina tradicional.

O uso de fitoterapicos com finalidade preventiva, curativa, paliativa e com fins
de diagndsticos foi reconhecido oficialmente pela Organizacdo Mundial de Salde em
1978. O Ministério da Saude, indo de encontro a essa abordagem sobre plantas
medicinais e fitoterapicos, aprovou em 2006 a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, como base para o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos — PNPMF — criado devido & influéncia da fitoterapia no
cotidiano das pessoas, além do fato do Brasil deter a maior parcela da
biodiversidade mundial. Esse programa tem como meta a promoc¢ao do uso
sustentavel dos componentes da biodiversidade brasileira, gerando riquezas,
inclusdo social, melhoria da qualidade de vida, além de ampliar as opcoes
terapéuticas e melhorar a atencéo a satde dos usuarios do Sistema Unico de Sautde
(SUS), sem que o conhecimento popular tradicional seja desvalorizado, mas sim
preservado (BRASIL, 2006; 2009).

No Brasil, as plantas medicinais sdo consumidas com pouca ou nenhuma
comprovacao de suas propriedades farmacoldgicas. As pesquisas realizadas para a
avaliacdo do uso seguro dessas plantas ainda sdo insuficientes (VEIGA; PINTO;
MACIEL, 2005). Desta forma, se faz necessaria a avaliagdo dos possiveis efeitos
toxicoldgicos resultantes de substancias contidas nestas plantas que sao utilizadas

comumente pela populacao.
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2.3 Metabolitos Secundarios

Devido a sua origem biolégica, as plantas necessitam produzir substancias
para se manterem vivas e em equilibrio natural. Essa producéao ocorre por meio de
rotas biossintéticas, as quais ddo origem a metabdlitos primarios que sao
responsaveis pela nutricdo e desenvolvimento das mesmas, bem como metabalitos
secundérios, que sao substancias responsaveis por mecanismos de defesa ou
proliferacéo da espécie (SIMOES et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios sdo 0s compostos responsaveis por diversas
atividades biolégicas dos vegetais (FUMAGALI et al., 2008) e, geralmente, sdo 0s
causadores dos efeitos toxicos da planta. Estudos mostram que taninos possuem
acao bactericida, fungicida, moluscicida, entre outras (DIN et al., 2013; LOPES et al.,
2013; SCALBERT, 1991); ja flavonoides sdo responsaveis, principalmente, por
atividades antioxidante e anticancer (CUSHNIE; LAMB, 2005; SINGH; KAUR;
SILAKARI, 2014). Existem relatos que catequinas e xantonas também sao
responsaveis pela atividade anticancer, inibindo a acdo de agentes carcinogénicos
(KONDO et al., 1999; SAIGG; SILVA, 2009; JESUS; CUNHA, 2012; SZKARADEK et
al., 2013; WASZKIELEWICZ et al., 2013). Portanto, se faz necesséario conhecer e
estudar esses metabdlitos secundarios para avaliar e determinar suas atividades
biolégicas bem como seus efeitos nocivos para o ser humano.

A producdo de metabdlitos secundarios € resultado de interacdes complexas
entre biossintese, transporte, estocagem e degradacdo (WINK, 1990). Em alguns
casos, essa producdo pode estar restrita a um periodo especifico do
desenvolvimento do vegetal, ou a condicdes ambientais (SIMOES et al., 2007), ou
por motivo de estresse causados por ataques microbiolégicos, ou limitacdes
nutricionais (MANN, 2002).

A origem dos metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose (Figura 4), através de dois intermediarios principais: o acido
chiguimico e o0 acetato. Ainda existem alguns metabdlitos secundarios que nao
derivam apenas de um desses intermediarios, mais sim de uma combina¢do de uma
unidade de acido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou derivados deste
(SIMOES et al., 2007).
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Existem trés principais grupos de metabdlitos secundarios — terpenos,

compostos fendlicos e alcaldides.

Os compostos fendlicos sdo substancias

amplamente distribuidas na natureza e sdo biossitetizados pelas rotas do acido

chiquimico e do acido mevalbnico (Figura 5). Entre os fenélicos mais abundantes se

encontram os flavonoides — e derivados — e cumarinas (SOARES, 2002; TAIZ,

ZEIGER, 2004).

Figura 4 - Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.
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Figura 5 - Biossintese dos compostos fendlicos.
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O conhecimento dos componentes ativos presentes nas plantas, bem como
seus mecanismos de acdo, vem sendo um grande desafio para a quimica,
farmacologia, fitoquimica, fisiologia, patologia, entre outras. A crenca de que, por ser
natural ndo causa reagdes adversas, fez com que poucas plantas medicinais sejam
avaliadas para comprovar sua eficacia e seguranca por meio de estudos pré-clinicos
e clinicos (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

As plantas possuem em sua composi¢cao inUmeros constituintes e, seus
extratos, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos e/ou antagénicos,
uma vez que os diferentes principios ativos (devido a presenca de compostos de
classes ou estruturas diferentes) podem interferir para uma mesma atividade. Em
estudo da atividade biologica de extratos vegetais € importante a selecdo de
bioensaios simples, sensiveis e reprodutiveis para a deteccdo do efeito especifico

(VEIGA, PINTO & MACIEL, 2005).
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2.4  Bowdichiavirgilioides KUNTH

A familia Fabaceae se destaca por ser composta por inidmeras espécies com
vasto espectro de atividades biologicas que sdo empregadas na medicina popular
para fins variados (ROCHA et al., 1994). Dentro dessa familia se encontra a espécie
Bowdichia virgilioides que, apesar de muito utilizada popularmente, possui poucos
estudos publicados sobre suas propriedades farmacolégicas.

Bowdichia virgilioides KUNTH (Figura 6) é conhecida popularmente como
sucupira, sucupira-do-cerrado, sucupira-do-campo, sucupira-amarela, sucupira-
preta, € encontrada nos ecossistemas de cerrado, cerraddo e inicio de mata ciliar,
com maior ocorréncia nas regiées Nordeste, Norte e Centro-Oeste (CONCEICAO et
al., 2010). Sua madeira € empregada para acabamentos internos, como molduras,
assoalhos, painéis e portas, como também para a fabricacdo de mourdes, pontes
rurais, caibros e esteiros. Quando em flor, a arvore é extremamente ornamental,
podendo ser empregada com sucesso no paisagismo em geral, particularmente (til
para a arborizacdo de ruas estreitas. A planta é adaptada a terrenos secos e pobres,
€ Otima para plantios em areas degradadas de preservacdo permanente. Floresce
durante os meses de agosto e setembro. Os frutos amadurecem a partir do final do
més de outubro até o inicio de dezembro (SAMPAIO et al., 2001; LORENZI, 1992).

Embora existam muitas espécies da familia Fabaceae, ha géneros de grande
incidéncia no Brasil, como Bowdichia, que ainda sao pouco estudados, buscando a
comprovacdo da presenca ou nao de atividades biolégicas. Esse fato direcionou
nosso laboratorio a investigacao cientifica da espécie Bowdichia virgilioides visando
avaliar mecanismos moduladores da resposta inflamatodria dos extratos de casca,
semente e folha dessa planta. Algumas das atividades farmacoldgicas de B.
virgilioides, comprovadas cientificamente, estdo listadas no quadro 1. Resultados
relativos a efeitos antinociceptivos (SILVA et al., 2010) e anti-inflamatérios
corroboram com os fins ja praticados pela populacéo. Além disso, dados recentes do
laboratorio sugerem possiveis atividades imunossupressora, cicatrizante, genotéxica
e anticarcinogénica (MATOS, 2012; SOUZA, 2012). Esses achados abriram caminho
a busca em compreender melhor os efeitos dos diferentes extratos de B. virgilioides

na regulacéo génica de linhagens de células tumorais e em células normais
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Figura 6 - Fotografia da planta: Bowdichia virgilioides KUNTH.

Fonte: Agenda Fiocruz de Noticias. Disponivel em:
<http://2.bp.blogspot.com/_axsdkOcPPrQ/RqOuUAyQgSI/AAAAAAAAAVM/adoJrfWGCRg/s640/sucupi
ra+107-0710_IMG+copy.jpg> . Acesso em: 07 de junho de 2015.
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Quadro 2 - Ac¢des farmacoldgicas de Bowdichia virgilioides KUNTH descritas na

literatura.

Acéao farmacolégica

Parte da planta/ extrato

Referéncias

Reumatismo, Artrite e

Doencas de pele

Sementes

CRUZ, 1965

Cicatrizacao de feridas

Extrato da Casca

BACCHI, 1986

Anti-ulcerogénico

Extrato da Casca

OLIVEIRA; SAITO, 1989

Antimalarica

Extrato da Casca

DEHARO et al., 2001

Hipoglicemiante

Raiz (chd); Extrato aquoso

da casca.

MACEDO; FERREIRA,
2004; SOUZA et al., 2009

Antimicrobiana

Oleo essencial; Extrato

aguoso da casca e folha.

ALMEIDA et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2009;
AGRA et al., 2013

Anti-inflamatéria

Entrecasca; Extrato
aguoso da casca e da
folha.

BARROS et al., 2010;
THOMAZZI et al, 2010

Antinociceptiva

Casca; Extrato aquoso da
casca e da folha

BARROS et al., 2010;
THOMAZZI et al., 2010

Atividade contra o dano

muscular

Extrato hidroetanélico da

casca

SANTOS et al., 2014

Larvicida

Extrato da casca do caule

BEZERRA-SILVA et al.,
2015

Fonte: Autora, 2015 — Adaptado de SOUZA, 2012.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliacdo do potencial anticancer dos extratos bruto e fracionados obtidos de

folhas de Bowdichia virgilioides.

3.2 Objetivos especificos

v ldentificar as classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos
obtidos;

v Avaliar a viabilidade de células tumorais humanas tratadas com cada extrato;

v' Selecionar os extratos com potencial antitumoral;

v' Avaliar o efeito dos extratos selecionados sobre a viabilidade de células
humanas normais;

v' Avaliar a acdo dos extratos selecionados sobre o DNA de células tumorais
humanas;

v Avaliar o efeito dos extratos selecionados no ciclo celular de células tumorais;

v' Avaliar o efeito dos extratos selecionados sobre a producdo de espécies

reativas de oxigénio pelas células.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostras e extratos

As amostras das folhas de Bowdichia virgilioides foram coletadas
sazonalmente no Arboretum da Universidade Federal de Alagoas e identificadas
pela professora Rosangela Lyra do IMA, sendo as exsicatas depositadas no
Herbéario (n°® MAC29914). O extrato aquoso bruto da folha (EABF) foi obtido pela
infusdo do material, seco e triturado, seguido de filtragem e liofilizag&o.

As fracBes foram obtidas por particao liquido-liquido (ESTEVAM et al., 2009)
onde, 3 g do EABF foi diluido em 500 mL de metanol:agua (3:2) e filtrado. Seguindo
uma ordem de polaridade dos solventes (do mais apolar para o mais polar), utilizou-
se hexano, cloroférmio e acetato de etila (todos na propor¢édo de 1:1). Em seguida,
as fracdes resultantes foram rotaevaporadas e o p6 foi concentrado. Para a
utilizacdo nos ensaios bioldgicos, o extrato bruto e suas fracdes, foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO).

4.2 Prospeccao fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica € um método qualitativo para determinacdo das
principais classes quimicas de metabdlitos secundarios. Para a realizacao dos testes
foram utilizadas 30 mg de cada extrato e fragdes, solubilizados em 30 mL de
metanol.

Foram realizados os testes para: i) fendis e taninos; ii) antocianinas,
antocianidinas e flavonoides; iii) leucoantocianidinas, catequinas e flavononas; iv)
flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas; v) esteroides e triterpendides; vi)
saponinas; alcaloides; vii) antraquinonas, antronas e cumarinas. Todos o0s testes

seguiram a metodologia descrita por Mattos (1997).
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4.3 Cultura de células

Foram utilizadas as linhagens celulares humanas de leucemia linfoblastoide T
(CCRF-CEM), adenocarcinoma pulmonar (A549) e melanoma (MDA-MB-435S),
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultura priméria de células
mononucleares de sangue periférico humano (PBMC). Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de FEtica - Plataforma Brasil (n°
CAAE: 34140312.3.0000.5013).

As células foram cultivas em garrafas de 25 cm?2, mantidas em meio RPMI —
1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino, aminoacidos ndo essenciais
(100X), L-glutamina (200 mM), piruvato (100 mM) e gentamicina (40 pg/ mL), em
estufa de CO, 5%, a 37 °C.

4.4 Ensaios de viabilidade celular

4.4.1 Ensaiodo MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) é
utilizado para determinar a viabilidade celular, quantificando o MTT que foi reduzido
pela atividade metabdlica celular, formando cristais de formazan. Dessa forma, a
quantidade de formazan, medida por espectrofotometria, € diretamente proporcional
ao numero de células viaveis. Este ensaio foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por Mosmann (1983) onde, para as culturas de CCRF-CEM e
PBMC, 7 x 10 células/ poco e para as demais culturas, 5 x 103 células/ poco foram
plagueadas em placas de 96 pocos.

O numero de células plagueadas e a determinacdo do tempo em que as
células atingiram a fase log (fase de crescimento celular), foram definidos a partir de
uma curva de crescimento celular. Apés 2h30min do plaqueamento das células,
foram adicionados o extrato bruto da folha (nas concentragbes de 240 a 1,8 pg/ mL)
e suas fracdes (nas concentracdes de 120 a 1,8 pg/ mL), em diluicdo seriada, e 0s
controles: o controle quimioterapico doxorrubicina (0,5 pug/ mL) e cisplatina (40 ug/

mL), o controle de solvente dimetilsuféxido (DMSO 1%), além do controle sem
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tratamento. O ensaio foi realizado em quadruplicata. Apds 24 horas da adicdo dos
extratos, foi adicionado o MTT (5 mg/ mL) e a leitura foi realizada 4 horas depois em
leitor de microplaca, com comprimento de onda de 540nm. O calculo da viabilidade

celular foi feito da seguinte maneira:

% inibicdo = [1-(Absorbancia tratado/ Absorbancia nzo tratado) X 100

A partir do ensaio de viabilidade celular, foi calculada a ICsy (concentracéo
gue inibe 50% do crescimento), por meio de regressao nao linear no programa Prism
5 (GraphPad Prism®).

4.4.2 Ensaio de Exclusdo com Azul de Tripan

O teste de exclusdo com o corante azul de tripan € baseado no conceito de
gue as células viaveis ndo permitem a entrada do corante, enquanto que as células
mortas sao permeaveis ao corante, ficando azuis.

Foram plaqueadas 7 x 10* células/ poco da linhagem tumoral CCRF-CEM e
da cultura primaria de PBMC e, apés 2h30min foi feito o tratamento com o extrato
bruto e suas fracdes, nas concentracfes de 30, 60 e 120 pg/ mL e com os controles
DMSO (1%), doxorrubicina (0,5 pg/ mL) e o controle de células sem tratamento.
Apbs 24 horas, foi realizada a contagem de 10 pyL de cada po¢co homogeneizado
com 10 pL de azul de tripan, em camara de Neubauer. O nimero de células por mL

de uma amostra contada na camara de Neubauer € obtido pela equacéao:

Q1 + Q2+ Q3 + Q4 x 10* x fator de diluicdo = n° de células/ mL
4

onde, Q = quadrante.
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4.5 Ciclo celular

O principio do método utilizado baseia-se na intercalacdo do iodeto de
propidio ao DNA da célula (apos lise da membrana) e, a fluorescéncia emitida, esta
diretamente ligada a fase do ciclo celular em que a célula se encontra. Para esta
avaliacdo, seguiu-se o protocolo descrito por Nicoletti et al., (1991) com adaptacdes,
onde 1 x 10° células/ poco da linhagem CCRF-CEM foram tratadas por 24 horas
com a fracdo cloroférmica (BvF C) na ICso = 110 pug/ mL e os controles DMSO (1%),
doxorrubicina (0,5 pg/ mL) e o controle de células sem tratamento, em uma placa de
96 pocos. Apds o tratamento, as células foram centrifugadas e ressuspensas em
150 pL de PBS (1X). Acrescentou-se 1350 pL de etanol 90% (em PBS 1X), para
fixacdo por 30 minutos a 18 °C. Decorrido esse tempo, as células foram novamente
centrifugadas e ressuspensas na solugdo PSSI (Triton X-100, RNase (1 mg/ mL) ,
iodeto de propidio (1 mg/ mL) e PBS (1X, g.s.p.), incubando-se por 30 minutos ao
abrigo da luz. A leitura foi feita em citbmetro de fluxo FACSCanto II™ (BD
Biosciences). Os dados foram apresentados em porcentagem.

A padronizacdo do protocolo para avaliagdo do ciclo celular e definicdo do
perfil do ciclo celular da linhagem de leucemia linfoblastéide T (CCRF-CEM) foi
realizada utilizando, como controles do experimento, linfécitos murinos (extraidos de
linfonodos inguinais, axiais e mesentéricos) e timdcitos (extraidos do timo de
camundongos Swiss), jA que estas culturas primarias possuem seu ciclo bem

definido e descrito na literatura (Figura 7).
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Figura 7 - Histograma do ciclo celular.
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Fonte: Autora, 2015.

4.6 Ensaios de genotoxicidade

4.6.1 Ensaio de Micronucleo

Micronucleos sdo fragmentos de DNA que sdo separados do nucleo principal
da célula (Figura 8). A formacdo de micronlcleo na célula é um processo
considerado uma aberracdo cromossdmica, pois ocorrem quebras na fita dupla do
DNA, sem que haja reparo (FENECH, 2000).

O protocolo utilizado foi descrito por Fenech (2000, 2002). As células de
leucemia linfoblastoide T (CCRF-CEM) foram tratadas com o extrato cloroformico
(BvF C) nas concentracoes de 30, 60 e 120 pg/ mL, e com o0s controles:
doxorrubicina (0,5 pg/ mL), DMSO (1%) e o controle de células sem tratamento.
Cerca de 10 pyL da amostra foram utilizados para preparar as laminas. O volume de
100 pL foi completado com 90 pL de PBS (1X). As células foram centrifugadas
(Cytocentrifuge — Cytopro™ 7620) a 350 rpm durante 5 minutos, posteriormente
foram fixadas com metanol, coradas com o kit panético rapido (Pandtico Rapido —
Laborclin) e avaliadas em microscépio 6ptico Olympus CH 30, com aumento final de

1000X (objetiva de imersdo — neste caso foi utilizado 6leo de imersdo para a
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visualizacdo), para andlise de 1000 células de cada citocentrifugado. As células

foram classificadas como células normais ou células com micronucleo.

Figura 8 - Célula com micronucleo. Aumento 1000X.

Fonte: Gentox. Disponivel em: < http://gentox.bio.br/?page_id=3> Acesso em: 08 de Junho de 2015,
as 20:52:54.

4.6.2 Ensaio do Cometa Alcalino

O principio basico do teste € a migracdo do DNA em uma matriz de agarose
em condi¢cbes de eletroforese. Quando analisado sob microscopia, 0 genoma tem
aparéncia de um cometa, com uma cabeca (regido nuclear) e uma cauda contendo
fragmentos de DNA que migram na direcdo do catodo (HARTMANN et al., 2003).
Esse método é sensivel e permite avaliar guebras na fita simples e dupla do DNA.

A metodologia utilizada para a realizacdo desse ensaio foi descrita por Tice
(2000) e adaptada pelo laboratério. Apés o tratamento por 24 horas com fracao
cloroférmica (BvF C) na ICso = 110 pg/ mL e os controles DMSO (1%), doxorrubicina
(0,5 ug/ mL) e o controle de células sem tratamento, as células (CCRF-CEM) foram
coletadas (3 pL de cada poc¢o) e homogeneizadas com gel de Agarose Low Melting
Point (LMP - SIGMA®) de 0,5% em PBS (1X) e colocadas em laminas previamente
preparadas com uma fina camada de Agarose BioReagent Normal Melting Point
(NMP - SIGMA®) a 1,0% em PBS (1X) e cobertas com uma laminula, sendo em

seguida colocadas sobre pacotes de gelo para a solidificacdo do gel e da amostra.
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Apds as amostras estarem solidificadas, uma nova camada de agarose LMP (0,5%)
foi adicionada sobre a amostra para que esta ficasse entre as duas camadas
formadas na lamina (“sanduiche”).

Uma vez solidificada a ultima camada da agarose LMP, as laminulas foram
retiradas e as laminas submersas em solugcao de lise (NaCl 2,5 M, Na,EDTA 100
mM, Tris 10 mM, Triton X-100 1%) e incubadas por uma hora a 16 °C. Em seguida,
as laminas foram lavadas com PBS (1X) por 10 minutos e colocadas em cuba de
eletroforese com solucéo de corrida (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH = 13), onde foi
realizada a migracdo dos fragmentos de DNA danificados. As laminas foram
novamente lavadas em PBS (1X) para neutralizar o pH e colocadas em temperatura
ambiente para secar. Posteriormente, foram coradas com SYBR Green 200x
(Invitrogen™) para serem analisadas em microscopio de EPIfluorescéncia Olympus
- PM 20.

De cada amostra foram contadas 100 células em um aumento final de 400x.
Segundo Collins (2008), os cometas sao classificados da classe 0 a classe 4, mas
s6 utilizamos a classificacdo até a classe 3 devido a relatos na literatura de que a
classe 4 séo células em estado apoptoético. O material genético de cada célula foi
classificado visualmente de acordo com o dano causado ao DNA em classes de 0 a
3 (Figura 9), de acordo com a densidade do nucleo e tamanho da cauda. De acordo
com esse método, por exemplo, se 100 cometas sdo marcados e cada cometa e €
atribuido um valor de 0 a 3 de acordo com a sua classe, a pontuacdo total da
amostra sera entre 0 e 300 de unidade arbitraria, onde : U.A. - valor total = (0 x n0) +
(1x n1) + (2 x n2) + (3 x n3), n = numero de células de cada classe analisada
(MANOHARAN; BANERJEE, 1985).
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Figura 9 - Classificacao visual sugerida por Collins et al., (2008).
u . 2
3

NOTA: Imagens dos cometas (a partir de linfocitos). Representacéo das classes 0-4 para a avaliacdo

visual.
Fonte: KUMARAVEL et al., 2009.

4.7 Ensaio de apoptose por difusdo em agarose

O ensaio de apoptose seguiu o0 protocolo descrito por Singh (2000) com
adaptacdes. O teste seguiu 0s primeiros passos do ensaio de cometa até a solucéo
de corrida, onde as amostras/ laminas foram incubadas por 10 minutos, e
posteriormente foram colocadas em solucdo de acetato de amébnia (acetato de
amonia 1M e etanol 90%) por 10 minutos. Em seguida, as laminas foram imersas em
etanol 75% por 15 minutos para remover 0s sais precipitados e detergentes
mantendo o DNA na agarose. Apds secagem em temperatura ambiente, as laminas
foram coradas com SYBR Green (Invitrogen®) diluido em PBS 1X (1:200) por 10
minutos. As células foram observadas em microscépio de EPIfluorescéncia Olympus
— PM 20, em um aumento final de 400X, onde foi feita a contagem de 100 células
por amostra. As células apoptéticas, devido a desnaturacdo do DNA e por sua
consequente difusdo no gel de agarose, sdo facilmente identificadas, pois seus
nudcleos ficam com contorno vago ou indefinido, sem qualquer limite claro ou definido
(Figura 10).
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Figura 10 - Célula normal e célula em apoptose (aumento de 400X).

Célula em apoptose

Célula normal

Fonte: SINGH, 2000.

4.8 Deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para a medicdo de ROS intracelular, utilizou-se o método do 2’,7’-diacetato
diclorofluoresceina (H2DCFH-DA) que, ao permear na célula, mediante a presenca
de ROS, é oxidado a sua forma fluorescente DCF ( 2’,7’-diclorofluoresceina).

A linhagem CCRF-CEM foi utilizada para avaliacdo de ROS intracelular. Para
isto, 1 x 10° células/ poco foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos e, apds
2h30min foi feito o tratamento com a fracdo BvF C (ICsp = 110 pg/ mL) e com 0s
controles DMSO (1%), &acido galico (50 mM e 100 mM), peréxido de hidrogénio (50
UM e 100 uM), doxorrubicina (0,5 pg/ mL) e o controle de células sem tratamento.

Apos 24h, as células foram centrifugadas e adicionou-se o H2DCFH-DA 5 puM/
mL, por 30 minutos, protegido da luz. Posteriormente foi adicionado PBS (1X) para

|TM

leitura em citdmetro de fluxo FACSCanto 1I'™ (BD Biosciences).
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49 Anélises estatisticas

Os resultados estdo representados como média e erro padrao da média
(EPM) e foram avaliados estatisticamente através da analise de variancia pelo teste
One-Way ANOVA seguido do teste de comparacdes multiplas de Newman-Kewls
com um nivel de significancia selecionado para p < 0,05. As analises dos resultados
de ciclo celular foram realizadas pelo teste de variancia Two-Way ANOVA, seguido

pelo pds-teste de Bonferroni, com nivel de significancia selecionado para p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencéo dos extratos obtidos de folhas de Bowdichia virgilioides

O extrato aquoso bruto de B. virgilioides teve um rendimento total de,
aproximadamente, 2,63%. Dentre as fracdes obtidas por meio de particdo liquido-
liquido, a fragdo metanol-agua (BvF MA) teve o maior rendimento, em seguida foi a
fracdo acetato de etila (BvF Ac). A fragcdo cloroférmica (BvF C) foi a fracdo em que

se obteve o menor rendimento e a fracdo hexanica ndo teve rendimento (Tabela 1).

Tabelal Pesos e rendimentos do extrato aquoso bruto e fracbes da folha de
Bowdichia virgilioides.

EXTRATO PEso(; l\)IICIAL 3 (\)/E)\/L;\l}/lé [()ri)L) PES(?gI;INAL REND(IOZI)ENTO
EABF 314 t 1570 8,2744 2,63
BvF C 3* 500 0,0130 0,43
BVF Ac 3* 500 0,2066 6,9
BVF MA 3* 500 2,7801 92,67

NOTA: : Peso da folha triturada e seca; 1: Peso do pé liofilizado.

Fonte: Autora, 2015.
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5.2 Identificacdo de metabdlitos secundérios presentes nos extratos bruto e

fracbes de Bowdichia virgilioides

A andlise fitoquimica realizada com o extrato bruto e suas fragbes mostrou a
presenca, em grande parte, de compostos fendlicos, tais como taninos, flavonoides,
catequinas (Quadro 3).

Dentre os compostos fendlicos presentes, o grande grupo de flavonoides
foram o0s metabdlitos secundarios mais detectados. Além destes compostos

fendlicos, foi observada a presenca de xantonas, terpenos, esteréides e saponinas.

Quadro 3 - Metabdlitos secundarios encontrados nos extratos da folha de Bowdichia
virgilioides.

EABF BvF C BvF Ac BvF MA
Taninos Taninos Taninos Taninos
Flavononas Flavononois

Xantonas Xantonas
Catequinas Catequinas
Flavonononas Flavonononas Flavonononas
Esteroides Esteroides
Triterpendides Triterpendides
Saponinas Saponinas Saponinas Saponinas

Fonte: Autora, 2015.

53 Efeito dos extratos bruto e fracionados sobre a viabilidade celular

Nos ensaios proliferativos com a linhagem tumoral de adenocarcinoma
pulmonar (A549), foi visto que o extrato bruto da folha inibiu a viabilidade celular da
linhagem nas menores concentracdes utilizadas quando comparado ao controle sem
tratamento (CELLS) e, na concentracdo testada de 15 pg/ mL, o extrato foi capaz de
inibir cerca de 42%. Ja o quimioterapico utilizado, cisplatina (CIS) foi capaz de inibir
cerca de 35% (Figura 11-A).
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A fracdo cloroférmica (BvF C) inibiu, significativamente, a viabilidade celular
da linhagem em todas as concentragdes testadas (Figura 11-B) quando comparadas
ao controle de células sem tratamento. A maior inibicdo foi na concentracdo de 120
pg/ mL (46%).

J& a fracdo acetato de etila (Figura 11-C) e a fracdo metanol-agua (Figura 11-
D), ndo foram capazes de diminuir a viabilidade celular em nenhuma das
concentragdes testadas.

Dos 4 extratos que foram testados na linhagem MDA-MB-435S (melanoma),
em 3 deles ndo foi observado nenhum efeito (Figura 12), apenas a fracdo
cloroférmica mostrou potencial inibitério nas concentracdes de 15 a 120 pg/ mL,
chegando a inibir 53% da viabilidade celular na maior concentracdo testada (Figura
12-B) em relacdo ao controle de células néo tratadas.

Na linhagem tumoral de leucemia linfoblastéide T — CCRF-CEM (Figura 13)
foi visto um efeito dos extratos semelhante ao que foi observado anteriormente na
linhagem de melanoma onde, apenas a fragdo cloroférmica mostrou inibicdo da
viabilidade celular nas concentracdes de 60 e 120 pg/ mL, inibindo mais de 50% da
viabilidade dessa linhagem ap0s o tratamento de 24h, sendo estatisticamente
significativo em relacéo ao controle de células sem tratamento.

Em todas as linhagens testadas, o controle de solvente (dimetilsulfoxido —
DMSO 1%) nao alterou a viabilidade celular (dados ndo mostrados).

Para a linhagem tumoral CCRF-CEM, foram testadas concentracfes menores
que 0,9 pug/ mL, chegando até a concentracao de 0,1 pg/ mL (dados nao mostrados)
da fracdo cloroférmica (BvF C), para que fosse possivel calcular a ICso do extrato e,
a partir dai, realizar o teste de viabilidade em -cultura primaria de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) e realizar outros ensaios para avaliar a

acao desse extrato.
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Figura 11 — Efeito do extrato bruto e fracionados de Bowdichia virgilioides na
viabilidade celular da linhagem A549.
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NOTA: Gréficos de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto e fragdes da folha de Bowdichia
virgilioides apds 24h de tratamento. A549 — célula de adenocarcinoma pulmonar; A) EABF: extrato
bruto aquoso da folha de Bowdichia virgilioides; B) BvF C: fracdo cloroférmica da folha; C) BvF Ac:
fracdo acetato da folha; D) BvF MA: fragdo metanol-agua da folha; CIS: cisplatina (40 pg/ mL);
CELLS: controle de células sem tratamento, onde ***: p < 0,001, em relacdo ao controle de células
sem tratamento.

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 12 - Efeito do extrato bruto e fracionados de Bowdichia virgilioides na
viabilidade celular da linhagem MDA-MB-435S.

A) B)
200+ 200+
= 150- mr o 1501
> 3> T
(] Q
© 1001 O 1001
ks S
2 2
3 50- 3 50-
> >
0 . 0
3
C) D)
200+ 200-
w150 = 1504
ks 5 & 150
= >
Q 5
O 1004 O
o 100 s &) 1007 A e 5 HH o
2| 8 | E sl
= oo =
o o o V7| ks el
8 ::::: O | w —
> E&' > | el = |
0% O_ © l\ o} == o o o
2 4 0 c d @6~ o ® o g
m w
O O

NOTA: Gréficos de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto e fragcdes da folha de Bowdichia
virgilioides em 24h de tratamento. MDA-MB-435S — célula de melanoma; A) EABF: extrato bruto
aquoso da folha de Bowdichia virgilioides; B) BvF C: fracdo cloroférmica da folha; C) BvF Ac: fracédo
acetato da folha; D) BvF MA: fragdo metanol-agua da folha; DX: doxorrubicina (0,5 pg/ mL); CELLS:
controle de células sem tratamento, onde ***: p < 0,001, em relacdo ao controle de células sem
tratamento.

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 13 - Efeito do extrato bruto e fracionados de Bowdichia virgilioides na
viabilidade celular da linhagem CCRF-CEM.
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NOTA: Gréficos de viabilidade celular (MTT) do extrato bruto e fragcdes da folha de Bowdichia
virgilioides em 24h de tratamento. CCRF-CEM — célula de leucemia linfoblastéide T; A) EABF:
extrato bruto aquoso da folha de Bowdichia virgilioides; B) BvF C: frag&o cloroférmica da folha; C) BvF
Ac: fragdo acetato da folha; D) BvF MA: fragdo metanol-agua da folha; DX: doxorrubicina (0,5 pg/
mL); CELLS: controle de células sem tratamento, onde ***: p < 0,001; *: p < 0,05, em relacdo ao
controle de células sem tratamento.

Fonte: Autora 2015.
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O gréfico obtido pelo programa Prism 5 (GraphPad Prism®) como resultado do
calculo da ICsy da fragdo cloroformica (Figura 14), foi obtido a partir de regressao
néo linear. A concentragdo que inibe 50% (ICsp) da viabilidade celular da linhagem
CCRF-CEM encontrada, foi de 109,7 pug/ mL, esse valor foi arredondado e a ICso de
110 pg/ mL foi utilizada para os testes realizados posteriormente com a linhagem
CCRF-CEM e em cultura priméria (PBMC).

Figura 14 - 1Cso do extrato BvF C.
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NOTA: Gréfico representando a ICsq da fragcdo cloroférmica da folha de Bowdichia virgilioides
obtida a partir do gréfico da figura 12.B. CCRF-CEM - célula de leucemia linfoblastdide T. Célculo
feito por meio de regressao nao linear.

Fonte: Autora 2015.

A figura 15 mostra os resultados da fracdo cloroférmica, onde foi feito o
tratamento apenas com a ICsop encontrada, em cultura primaria de células
mononucleares de sangue periférico humano. O extrato ndo mostrou efeito sobre
essas células, enquanto que o controle quimioterapico utilizado (doxorrubicina) foi
capaz de inibir a viabilidade celular de forma significativa em relacdo ao controle de

células sem tratamento.
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Figura 15 - Efeito da fracdo cloroférmica de Bowdichia virgilioides na viabilidade
celular da cultura primaria de PBMC.
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NOTA: Gréfico de viabilidade celular (MTT) apds tratamento com a fragdo cloroférmica da folha
de Bowdichia virgilioides em 24h de tratamento. PBMC — células mononucleares de sangue
periférico; BvF C: fracdo cloroférmica da folha; DX: doxorubicina (0,5 pg/ mL); CELLS: controle de
células sem tratamento, onde ***; p < 0,001, em relagdo ao controle de células sem tratamento.

Fonte: Autora 2015.

Para a avaliacdo da viabilidade celular por exclusdo com o azul de tripan na
linhagem CCRF-CEM, foram testadas apenas as concentracdes de 30, 60 e 120 pg/
mL de cada extrato, apos 24h (Figura 16). O extrato bruto da folha (EABF) inibiu
significativamente a viabilidade celular na concentracdo de 120 pg/ mL quando
comparado ao controle sem tratamento (Figura 16-A).

Nenhum dos outros 3 extratos, nas concentracdes testadas, diminuiram a
viabilidade celular da linhagem CCRF-CEM.

Quando avaliado em cultura de células primarias (PBMC), a fracao
cloroférmica, testada em sua ICsp, ndo diminuiu a viabilidade, enquanto que o
quimioterapico doxorrubicina mostrou uma inibicdo significativa em relagdo ao
controle sem tratamento (Figura 17).

O tratamento das células (CCRF-CEM e PBMC) com dimetilsulféxido (DMSO
1%) néo alterou a viabilidade celular (dados ndo mostrados) ap0s o tratamento por
24h.
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Figura 16 — Analise da viabilidade celular da linhagem CCRF-CEM apés tratamento
com o extrato bruto e frac6es de Bowdichia virgilioides.
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NOTA: Graficos de viabilidade celular do extrato bruto e fracdes da folha de Bowdichia
virgilioides em 24h de tratamento. CCRF-CEM — célula de leucemia linfoblastéide T; A) EABF:
extrato bruto aquoso da folha de Bowdichia virgilioides; B) BvF C: fracdo cloroférmica da folha; C) BvF
Ac: fracao acetato da folha; D) BvF MA: fracdo metanol-agua da folha; DX: doxorubicina (0,5 pg/ mL);
CELLS: controle de células sem tratamento, onde *: p < 0,05; **;: p < 0,01; ***: p < 0,001 em relacao
ao controle de células sem tratamento.

Fonte: Autora 2015.
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Figura 17 - Efeito do extrato cloroférmico de Bowdichia virgilioides na viabilidade
celular da cultura primaria de PBMC.

40-
30- —
o
o
- *kk
X 20- ——
0
5
O
101
0 : '
X o
a =

NOTA: Grafico de viabilidade celular da fragdo cloroférmica da folha de Bowdichia virgilioides
em 24h de tratamento. PBMC - células mononucleares de sangue periférico; BvF C: fracédo
cloroférmica da folha; DX: doxorubicina (0,5 pg/ mL); CELLS: controle de células sem tratamento,
onde ***: p < 0,001, em relagdo ao controle de células sem tratamento.

Fonte: Autora 2015.

5.4  Efeito sobre o ciclo celular da linhagem CCRF-CEM apés tratamento
com BvF C

Na analise das fases do ciclo celular (Figura 18), o extrato BvF C mostrou um
significativo aumento da fase G1, de 34% para 46%, e diminuicdo da fase G2/M, de
20% para 10%, quando comparado as mesmas fases da célula sem nenhum
tratamento (CELLS). Por outro lado, as fases Sub-G1 e S ndo mostraram nenhuma
alteracdo, mantiveram o mesmo perfil que a linhagem tumoral sem tratamento, com

5% e 39%, respectivamente.
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Figura 18 — Efeito do BvF C no ciclo celular da linhagem CCRF-CEM.

1001
EE=R CELLS
80 E= DOXO
IO Bw C
60

*
*
*

Porcentagem %

B
o

e
I

*
*kk |7

I
wn

S

G2M +—%

T
10)

G1

G2aM [T

Sub-G1 -H

=
N
O

sub-G1 < [TTTT1T#

NOTA: Grafico de ciclo celular da fragdo cloroférmica da folha de Bowdichia virgilioides em
24h de tratamento. CCRF-CEM - leucemia linfoblastéide T; BvF C: fracdo cloroférmica da folha (110
g/ mL); DOXO: doxorubicina (0,5 pg/ mL); CELLS: controle de células sem tratamento. Valores
representados como média aritmética = erro padréo da média, analise de variancia pelo teste Two-
Way ANOVA e o teste t de Student seguido do teste de comparagbes de Bonferroni, com nivel de

significancia selecionado para p<0.05, onde ***; p < 0,001, em relagdo ao controle de células sem
tratamento.

Fonte: Autora 2015.

5.5 Efeitos do BvF C sobre o DNA da linhagem CCRF-CEM

Para a avaliacdo da inducdo de micronucleos, foi feita a contagem de 1000
células/ amostra. A fragéo cloroférmica foi testada na concentracao de 110 pg/ mL e,
apos 24h de tratamento, ndo foi observado nenhuma formacéo significativa de
microndcleos em relacdo ao controle de células ndo tratadas (CELLS), apenas o

controle quimioterapico mostrou um aumento significativo (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito do BvF C na taxa de micronucleos apos tratamento de 24h.
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NOTA: Gréfico representado pela média e o erro padrdo da média do tratamento de 24h na
linhagem de leucemia linfoblastéide T (CCRF-CEM). Os dados foram analisados pelo teste de
One-Way ANOVA seguido do teste de comparagdes miltiplas de Newman-Kewls, (p < 0,05). CELLS:
células sem tratamento; DX: doxorrubicina (0,5 pg/ mL); BvF C: fragéo cloroférmica do extrato bruto
aquoso da folha de Bowdichia virgilioides (110 pg/ mL); *: p < 0,05 em relacdo ao controle sem
tratamento.

Fonte: Autora 2015.

Na analise dos dados obtidos pelo ensaio do cometa alcalino, o tratamento
com o extrato BvF C, assim como o controle de células sem tratamento (CELLS),
ndo induziu danos irreparaveis ao DNA da linhagem CCRF-CEM, apresentando
danos de classe 0 em sua maioria. O grupo tratado com o controle quimioterapico
doxorrubicina, mostrou danos ao DNA de classes 3 e 4 em grande quantidade,
sendo a sua unidade arbitraria estatisticamente significativa em relacdo ao grupo de

células sem tratamento (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeitos do BvF C sobre o DNA da linhagem CCRF-CEM apoés 24h de
tratamento.

ENSAIO DE COMETA ALCALINO - CCRF-CEM 24h

Niveis de Danos no DNA

Tratamentos classe 0 classe 1 classe 2 classe 3 U.A. (0.2 300)
CELLS 95,33+1,85 3,33+120 0,67+0,33 0,67+0,33 6,67 + 3,18
DX 6,00+6,00 6,00+1,00 22,00+200 66,00+900 248,00+22,00"
BvF C 96,67+0,88 2,00+058 1,33+0,67 0,00+£0,00 3,33+1,87

NOTA: Valores representados como média aritmética + erro padrao da média, analise de variancia
pelo teste One-Way ANOVA seguido do teste de compara¢des multiplas de Newman-Kewls com um
nivel de significancia selecionado para p<0.05, onde ***: p < 0,001 em relacéo ao controle negativo.
CELLS — CCRF-CEM sem tratamento; DX — doxorrubicina (0,5 pg/ mL); BvF C — fracéo cloroférmica
da folha de B. virgilioides (110 pg/ mL). UA: valor da unidade arbitraria de degradacgéo calculada para
o tratamento de 24 horas.

Fonte: Autora 2015.

5.6 Efeitos de BvF C sobre a apoptose na linhagem CCRF-CEM

N&o foi observado aumento da taxa de apoptose no grupo tratado com a
fracdo cloroférmica (BvF C), enquanto que o quimioterapico doxorrubicina aumentou
significativamente a apoptose, em relacdo ao controle de células sem tratamento
(Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do BvF C na taxa de apoptose ap0s 24h de tratamento.
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NOTA: Gréfico representado pela média e o erro padrdo da média apds tratamento de 24h na
linhagem de leucemia linfoblastéide T (CCRF-CEM). Os dados foram analisados pelo teste de
Student-Newman-Keuls, (p < 0,05). CELLS: células sem tratamento; DX: doxorrubicina (0,5 pg/ mL);
BvF C: fracdo cloroférmica do extrato bruto aquoso da folha de Bowdichia virgilioides (ICsq = 110 pg/
mL); ***: p < 0,001 em relagdo ao controle sem tratamento.

Fonte: Autora 2015.

5.7 Efeito do tratamento com BvF C sobre a producdo de ROS por células de

leucemia linfoblastica T

No ensaio piloto para determinar o perfil de espécies reativas de oxigénio
intracelular e o perfil da célula apés receber estimulo com Con A e LPS (Figura 21),
observou-se que o nivel de ROS produzido pela linhagem tumoral CCRF-CEM néo
apresentou diferenca estatistica em relacdo a CCRF-CEM quando estimulada com
Con A ou LPS. Diante desse resultado, ndo foi utilizado nenhum estimulo para

avaliar a producdo de EROS nas células tratadas com BvF C.
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Figura 21 - Acumulacédo de ROS intracelular na linhagem CCRF-CEM.
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NOTA: Efeito da inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) apés 24h de tratamento.
CCRF-CEM - leucemia linfoblastéide T. A) Histograma representando a fluorescéncia emitida pela
presenca de ROS intracelular. Em preto-e-branco, a representacdo da célula sem DCF; em vermelho,
0 controle basal (célula sem estimulo + DCF); em verde, o controle célula + Con A (estimulo); em
azul, o controle célula + LPS (estimulo). B) Gréfico em barras representativo do histograma. LPS:
lipopolissacarideo (10 pg/ mL); Con A: concanavalina A (4 pg/ mL). Valores representados como
média aritmética + erro padrdo da média, n = 4, analise de variancia pelo teste One-Way ANOVA
seguido do teste de compara¢des multiplas de Newman-Kewls.

Fonte: Autora 2015.

O aumento significativo de ROS intracelular na linhagem CCRF-CEM so6 foi
observado nos grupos tratados com a fragcdo cloroférmica (BvF C 110 pug/ mL) e com
o peroxido de hidrogénio na concentracdo de 100 puM (Figura 22), em relacédo ao

controle de ROS basal (células sem tratamento).
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Figura 22 - Efeito do BvF C na inducdo de ROS em CCRF-CEM.
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NOTA: Gréfico representando a acumulagdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ROS) ap6s 24h de tratamento. CCRF-CEM - leucemia linfoblastéide T. CELLS: células sem
tratamento + DCF (controle basal); DX: doxorrubicina (0,5 pug/ mL) + DCF; H202 (50 uM) + DCF
(controle pré oxidante); H202 (100 uM) + DCF (controle pré oxidante); AG: acido gélico (50 mM) +
DCF (controle antioxidante); AG: acido galico (100 mM) + DCF (controle antioxidante); BvF C (110 ug/
mL) + DCF. Valores representados como média aritmética + erro padrdo da média, analise de
variancia pelo teste One-Way ANOVA e o teste t de Student seguido do teste de comparacdes
multiplas de Newman-Kewls, com nivel de significancia selecionado para p<0.05, onde ***: p < 0,001;
*. p < 0,05, em relagdo ao controle de células sem tratamento.

Fonte: Autora 2015.

Esse aumento de ROS provocado pelo tratamento com o peroxido de
hidrogénio (100 uM) ocasionou a morte das células. Péde-se observar o aumento do
tamanho e da granulosidade destas (Figura 23-B), enquanto que o tratamento com o
extrato cloroformico aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio

intracelular, mas nao levou a morte celular (Figura 23-A).
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Figura 23 - Representagcédo da acumulagédo de ROS em CCRF-CEM.
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NOTA: Efeito da inducio de espécies reativas de oxigénio (ROS) apds 24h de tratamento.
CCRF-CEM - leucemia linfoblastéide T. A) Ao lado esquerdo: Representacdo em dotplot
(Granulosidade x tamanho) do tratamento com a fracdo cloroférmica (BvF C), na concentracdo de
110 pg/ mL. A direita: Histograma representando a fluorescéncia emitida pela presenca de ROS
intracelular. B) Ao lado esquerdo: Representacdo em dotplot (Granulosidade x tamanho) do
tratamento com peroxido de hidrogénio (H202), na concentracdo de 100 uM. A direita: Histograma
representando a fluorescéncia emitida pela presenca de ROS intracelular.

Fonte: Autora 2015.



63

6 DISCUSSAO

Devido aos mais variados efeitos farmacologicos de Bowdichia virgilioides ja
descritos, além da atividade genotoxica do extrato aquoso bruto da folha em estudos
in vivo realizados pelo nosso laboratorio (SOUZA, 2012), esse trabalho avaliou,
qualitativamente, os metabdlitos secundarios presentes no extrato e nas suas
fracOes, além de avaliar o potencial anticAncer em algumas linhagens tumorais
humanas e de que forma interferem na proliferacdo dessas células. A avaliacdo do
efeito do extrato em cultura primaria de células mononucleares de sangue periférico
humano foi importante para se estabelecer uma comparacéo da acdo do extrato em
células normais.

Apesar de solventes com alta polaridade, como a agua, e solventes com
polaridade muito baixas, ou apolares, como hexano e diclorometano, ndo serem
bons extratores (LIU et al., 2000), a extracdo da folha foi feita com &gua, com o
objetivo de testar o extrato da mesma forma em que ele é popularmente consumido,
como cha. A agua néao foi um extrator tdo eficiente, onde se obteve um rendimento
de apenas 2,63% (Tabela 1, pagina 46). Apesar de ser considerada o extrator
universal, em combinacdo com outros solventes organicos, € possivel criar uma
solucdo moderadamente polar, favorecendo a extracdo de polifendis (LAPORNIK;
PROSEK; WONDRA, 2005; LIYANAPATHIRANA; SHAHIDI, 2005). Nossos
resultados estdo de acordo com a literatura onde, na particAio com o solvente
hexano ndo se obteve nenhum rendimento e a particdo com metanol:agua resultou
no maior rendimento obtido.

Muitos estudos ja foram realizados com espécies da familia Fabaceae devido
a vasta gama de espécies com propriedades terapéuticas. Alguns trabalhos
publicados comprovaram algumas atividades farmacoldgicas de B. virgilioides
(Quadro 2, pagina 34), embora ainda sejam poucos 0s gque avaliam a presenca dos
constituintes presentes na planta. Flavonas foram isoladas de raizes frescas dessa
espécie, além de alguns componentes volateis. Nesse mesmo trabalho, o geraniol
(um alcool terpénico) e o carofileno (um sesquiterpeno) foram isolados dos frutos e
alcaldides e terpenos foram isolados da casca do caule dessa espécie (ARRIAGA;
GOMES; BRAZ-FILHO, 2000).
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Dentre os metabdlitos secundarios presentes nos vegetais, 0s mais ativos e
frequentemente encontrados s&o os compostos fendlicos, como flavonoides
(PRADO, 2009). Entretanto, apenas um trabalho realizado com a folha de B.
virgilioides foi publicado, onde o extrato aquoso da folha mostrou atividade anti-
inflamatéria e antinociceptiva (THOMAZZI et al., 2010). Os alvos de pesquisas
relacionadas com as atividades farmacoldgicas e compostos quimicos presentes
nessa espécie, geralmente séo partes da planta como raizes, casca e frutos. Em um
estudo com a casca de B. virgilioides, foi possivel isolar dois isoflavonéides e uma
isoflavona, conhecida como calicosin (JUCK et al., 2006). Além de flavondides,
alcaloides também j& foram isolados. Barbosa e colaboradores (2004) isolaram um
novo alcaloide, conhecido como bowdichine, da casca de B. virgilioides.
Triterpendides (como o lupeol), estigmasterol, sitosterol (éster de esterol) e um novo
composto chamado de bowdenol (dihidrobenzofuranéide), foram isolados da casca
do caule de Bowdichia virgilioides em um trabalho realizado por Melo e
colaboradores, (2001). In vivo, o extrato bruto da casca mostrou atividade
antinociceptiva (SILVA et al., 2010) e anti-inflamatoéria (THOMAZZI et al., 2010).

Estudos de toxicidade com a casca mostraram que, dentre outras espécies da
familia Fabaceae que foram estudadas, a espécie B. virgilioides possuia uma
interessante atividade in vitro e in vivo contra malaria (DEHARO et al., 2001).
Estudos do nosso laboratério indicam uma atividade genotoxica do extrato aquoso
da casca in vivo, quando se utilizou uma concentracdo 10 vezes maior que a Dlsg
(16,04 mg/ kg) em camundongos Swiss (MATOS, 2012).

Apesar de ndo existirem, até o presente momento, dados publicados
relatando possiveis constituintes da folha de B. virgilioides, ha publicagbes com
outras espécies da familia Fabaceae que mostram a presenca de classes de
metabolitos secundarios que também foram encontrados no presente estudo,
corroborando com nossos resultados. Flavonas foram encontradas e isoladas em
um estudo com folhas de Caesalpinia ferrea Mart (NAWWAR et al., 2014); Spindola
e colaboradores (2014) identificaram flavonoides e taninos condensados no extrato
da folha de Cassia australis; alcaloides, antraquinonas, glicosideos cardiotdnicos,
taninos, saponinas, esteroides e flavonoides foram encontrados nas espécies
Lonchocarpus cyanescens e Leptoderris micrantha (SONIBARE; OKE; SOLADOYE,
2014). Lactonas como cumarinas também foram isoladas na espécie Sophora

interrupta (RAMMOHAN et al., 2014), bem como chalconas (cetonas aromaticas) de
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folhas Flemingia grahamiana (GUMULA et al., 2014). De acordo com a prospeccéao
fitoquimica realizada com o extrato bruto da folha e suas fragBes, a maioria dos
metabdlitos secundarios encontrados séo taninos (compostos fendlicos) e saponinas
(glicosideos), presentes nos 4 extratos, seguido dos flavonoides, que s6 nao foram
detectados no extrato BvF Ac, triterpendides, catequinas e xantonas (Quadro 3,
pagina 47).

O extrato bruto aquoso da folha e a fracdo cloroférmica, demonstraram um
potencial anticancer frente a algumas linhagens tumorais testadas. O extrato bruto
(EABF) mostrou uma significativa inibicdo da linhagem de adenocarcinoma pulmonar
(A549), nas concentracdes de 1,8 a 30 pg/ mL, sendo tdo efetivo quanto o
qguimioterapico utilizado para esse tipo de neoplasia a cisplatina (40 ug/ mL), apesar
de essa inibicdo ndo chegar a inibir 50% da viabilidade (Figura 11-A, pagina 49).
Esse é um dado importante, pois, por se tratar de um extrato bruto, com varios
compostos presentes, ele foi tdo efetivo quanto um composto puro. De acordo com a
concentracdo de 50 pg/ mL (para extratos brutos) adotada pelo National Cancer
Institute dos Estados Unidos - NCI - (SKEHAN et al.,, 1990), o EABF pode ser
considerado um extrato promissor.

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (2012) revelam que o céancer de
pulm&o é o primeiro mais frequente entre os homens e o terceiro mais frequente
entre as mulheres, além de ser o tipo de cancer que mais mata atualmente (1,59
milhdes de mortes). Mais testes sdo necessarios com o extrato bruto e com a
linhagem A549, a fim de se estabelecer uma concentracdo minima efetiva e quais os
possiveis mecanismos pelos quais o extrato atua. Outras linhagens de tumor de
pulmdo, como H292, H2170, H1299, também podem ser testadas para avaliar o
efeito do extrato bruto. Essa atividade anticancer do extrato bruto da folha pode ser
associada com a quantidade de flavonoides presentes. Hassan e colaboradores
(2014) publicaram um trabalho que correlaciona a atividade anticancer de plantas da
familia Fabaceae com flavonoides e outros compostos fendlicos presentes,
utilizando as linhagens de cancer de mama (MCF-7) e colon (HCT 116). Em outro
estudo, foi demonstrado que o extrato etandlico da folha de Abrus precatorius
(Fabaceae) foi capaz de inibir linhagens tumorais de adenocarcinoma de colon
(Colo-205), retinoblastoma (Y79), carcinoma hepatocelular (Hep-G2) e leucemia
(SupTl), (GUL et al., 2013).
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A fracdo cloroférmica (BvF C) foi o extrato capaz de inibir a viabilidade celular
das trés linhagens tumorais testadas. Tanto na linhagem de melanoma (Figura 12-B,
pagina 50) quando na linhagem de leucemia linfoblastica T (Figura 13-B, pagina 51),
0 extrato BvF C inibiu mais de 50% da viabilidade celular, mas a ICsy desse extrato
foi calculada para a linhagem de leucemia (Figura 14, pagina 52) pela possibilidade
de comparar os resultados obtidos nesta linhagem com os resultados em cultura
primaria de células mononucleares de sangue periférico (PBMC). Além disso, o
controle quimioterapico doxorrubicina que foi utilizado na linhagem MDA-MB-435S,
nao foi capaz de inibir a viabilidade celular na concentragéo testada (0,5 pg/ mL).
Dados publicados mostram que a doxorrubicina s6 tem efeito sobre a viabilidade
celular da linhagem MDA-MB-435S em concentragdes igual ou superior a (=) 1 pg/
mL, corroborando com os dados obtidos neste estudo (YU et al.,, 2012). Novos
ensaios sdo necessarios com a MDA-MB-435S, utilizando concentracfes maiores da
doxorrubicina ou outras drogas quimioterapicas utilizadas para essa terapia, como o
paclitaxel, além de definir a ICso nessa linhagem. Nao foi possivel calcular a I1Csg
para os demais extratos e linhagens.

O efeito inibitério da fracao cloroférmica pode estar associado a presenca de
flavonoides e triterpendides, constituintes que também se encontram no extrato
aquoso bruto (EABF), porém de forma mais “pura” nesta fracdo, enquanto nas
fracOes acetato de etila e metanol-agua ndo estédo presentes (Quadro 3, pagina 47).
Dados da literatura mostram que flavonoides e triterpendides estdo associados ao
tratamento de diversas doencas, incluindo os mais variados tipos de cancer. Ja
foram descritos seu potencial anticancer e feitas algumas especulacdes de como os
triterpendides podem regular fatores de transcricdo e de crescimento, citocinas
inflamatorias e vias de sinalizag&o intracelular envolvidas na proliferagdo de células
cancerigenas, apoptose e angiogénese do tumor (PATLOLLA; RAO, 2012).
Flavonoides isolados de folhas de Cajanus Cajan (Fabaceae) foram citotoxicos
contra linhagens tumorais, incluindo a linhagem de leucemia linfoblastica T (CCRF-
CEM), (ASHIDI et al., 2010). Saponinas também séo Uteis contra o cancer, embora
seu uso medicinal seja comumente como antimicrobianos. Saponinas isoladas de
folhas de Glochidion glomerulatum, mostraram moderada atividade citotoxica contra
linhagens tumorais de pulméo, de cdélon, de ovario e de mama - A549, HT-29,
OVCAR e MCF-7, respectivamente - (THU et al, 2015). Saponinas e flavondides
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isolados de Acacia saligna (Fabaceae) mostraram atividade antioxidante e atividade
citotdxica contra células de hepatocarcinoma (Hep-G2), (GEDARA; GALALA, 2013).

Para avaliar os efeitos desse extrato sobre a viabilidade em células
mononucleares de sangue periférico humano (PBMC), o extrato foi testado em sua
ICs0. Quando analisado em cultura priméria de PBMC pelo ensaio do MTT, a fracdo
cloroférmica néo inibiu a viabilidade celular, ja o quimioterapico doxorrubicina, inibiu
cerca de 30% da viabilidade quando comparado ao controle de células sem
tratamento (Figura 15, pagina 53).

A partir desse dado, foi feita a analise da viabilidade pelo ensaio de exclusdo
com azul de tripan, para avaliar se, a diminuigdo da viabilidade celular observada na
linhagem CCRF-CEM, acarretava em um aumento da morte celular. Essa andlise foi
feita com o extrato bruto e suas trés fracdes. No caso do extrato bruto (EABF), como
a concentragao de 240 pg/ mL ndo mostrou nenhum efeito na linhagem CCRF-CEM,
foram utilizadas as concentragdes de 30, 60 e 120 pg/ mL para a os quatro extratos.
N&o houve uma diminuic¢do significativa da viabilidade celular apds o tratamento com
o extrato bruto e fracbes (Figura 16, pagina 54) e nenhum dos quatro extratos
testados levaram a morte da célula (dados ndo mostrados), quando analisados pelo
ensaio de exclusdo com azul de tripan. Quando testado em cultura priméaria de
PBMC (Figura 17, pagina 55), a fragdo cloroférmica em sua ICsy ndo interferiu na
viabilidade celular, assim como visto no ensaio do MTT (Figura 13, pagina 51).

Esses resultados sugerem que o extrato BvF C causa inibicdo da viabilidade
celular sem levar a célula a morte, além de se mostrar seletivo, inibindo a viabilidade
apenas de células tumorais. Estudos com extratos contendo terpenos e flavonoides
também mostraram uma atividade seletiva contra células de leucemia, confirmando
nossos resultados. O &cido pseudolarix B, um diterpeno isolado da casca de
Pseudolarix amabilis, inibiu seletivamente o crescimento de células de trés linhagens
de leucemia humana, HL-60, CCRF-CEM e K562, mas ndo inibiu o crescimento de
PBMC (MA et al., 2010). O tratamento feito com seis flavonoides, incluindo
chalconas entre outros, na linhagem CCRF-CEM e outras linhagens tumorais
mostraram que dois destes apresentaram atividade antileucémica seletiva. Sugeriu-
se que essa seletividade pode ser resultado de diferencas celulares na absorcéo e
metabolismo de drogas, ou diferentes ativacbes bioquimicas e fisiolégicas e na
transducédo de vérias vias de sinalizacdo (KUETE et al., 2013a).
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As células tumorais variam nas suas respostas a diversos tratamentos,
provavelmente refletindo o(s) tipo(s) particular(es) de defeito(s) que possuem, seja
no reparo do DNA, nos pontos de checagem do ciclo celular ou no controle da
apoptose (ALBERTS et al, 2010b), como por exemplo o tratamento com o
quimioterapico doxorrubicina, onde sua citotoxicidade esta ligada a producédo de
espécies reativas de oxigénio, entre outros radicais, 0s quais interagem com o DNA,
proteinas e membranas celulares (CHOI et al., 2007).

Nesse sentido, buscando avaliar os possiveis mecanismos pelos quais o
extrato BvF C pode estar agindo - alteragdes no ciclo celular da linhagem leucémica,
acumulo de EROS intracelular, apoptose e efeitos genotoxicos; que esses ensaios
foram realizados. O tratamento com o extrato (ICsp) ocasionou um aumento da fase
G1 e diminuicdo da fase G2/M, quando comparado com o grupo de células sem
tratamento (Figura 18, pagina 56). Ja o quimioterapico doxorrubicina levou a um
aumento da fase Sub-G1 (fase que caracteriza a apoptose no ciclo celular, pois séo
fragmentos de DNA) e da fase G1, além de uma diminuicdo da fase G2/M. Em
CCRF-CEM, a doxorrubicina, diminuiu a viabilidade celular, pela parada do ciclo
celular (pelo aumento da fase G1 e diminuicdo da fase G2/M) e pela morte celular
por apoptose (aumento da fase Sub-G1). De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, a doxorrubicina € um antibiético citotoxico que age intercalando
a dupla hélice do DNA, formando um complexo com a topoisomerase Il e 0 DNA,
provocando quebras na dupla hélice. Indiretamente, inibe a topoisomerase I,
interage com as membranas celulares e mitocondriais, altera a transmisséo de sinais
intracelulares e gera radicais livres, desencadeando um processo de morte celular
por apoptose (ANVISA, 2000). Marzena e Jozwiak (2014) mostraram em seu
trabalho com a linhagem CCRF-CEM que a doxorrubicina € um eficiente agente
redutor da proliferacéo celular, pois foi capaz de deter o ciclo celular, levando a um
aumento de células na fase S, além do aumento da fase Sub-G1 (apoptose).

Sugerimos que o extrato cloroférmico, de acordo com os resultados obtidos
nesse trabalho, induz a parada do ciclo celular, devido ao aumento da fase G1 e
diminuicdo da fase G2/M, mas nao leva a morte por apoptose, ja que nao foi
observado um aumento da fase Sub-G1, ap0s o tratamento de 24 horas - tempo
necessario para as células completarem seu ciclo celular (DIAS et al., 2014). Essa
interferéncia no ciclo celular pode ser devido a modula¢des no ponto de restricdo na

fase G1, que regula a passagem para as proximas fases do ciclo. Sabe-se que a
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passagem de uma fase para outra € controlada por fatores de regulacdo nos pontos
de checagem do ciclo celular (CHOI et al., 2007). Os componentes do sistema de
controle do ciclo celular sdo membros de uma familia de cinases conhecidas como
cinases dependentes de ciclinas (Cdk’s). A ciclinas D, E, A e B regulam as fases G1,
G1/S, S e M, respectivamente (Quadro 1, pagina 20). Dentre todas as classes de
ciclinas, as ciclinas do tipo D sao particularmente importantes para o estudo do
cancer, pois sao expressas em todos os tipos de células proliferativas (MUSGROVE
et al.,, 2011). A ciclina D1, por exemplo, € superexpressa na maioria dos casos de
cancer mamario (FU et al., 2004), enquanto que a superexpressao de ciclinas D2 é
observada em tumores linféides (DESHPANDE; SICINSKI; HINDS, 2005).

A analise de danos ao DNA pelo ensaio de cometa mostrou uma
predominancia de classe 0 e 1 nos grupos tratados com o extrato cloroférmico,
indicando que o extrato ndo induziu danos genbémicos (Tabela 2, pagina 58). Apesar
de ser o primeiro estudo em que se avalia in vitro o potencial genotoxico de extratos
da folha de Bowdichia virgilioides, ja existem trabalhos publicados com outras
espécies da familia Fabaceae onde ndo foi observado efeitos genotoxicos
(MACEDO et al., 2008; ZAMPINI et al., 2008; DIAS et al., 2014). Tal auséncia de
efeito genotédxico da fracdo cloroférmica pode ser devido aos constituintes quimicos
presentes, como flavonoides, triterpendides e saponinas. O consumo de produtos
naturais contendo flavonoides, triterpendides, saponinas, esteroides e alcaloides,
levou a uma reducdo de 40 para 58% o risco de cancer ao longo de 13 a 30 anos
(NEUHOUSER, 2004). Os compostos fendlicos, além de serem conhecidos pela sua
atividade antioxidantes, possuem atividade antitumoral devido a sua capacidade de
inibir a génese do tumor, bloqueando a fase de promocdo (CHANG; KINGHORN,
2001). As saponinas sdo conhecidas por serem antimutagénicas (CABALLERO-
GEORGE et al., 2004; PATEL; SHUKLA; GUPTA, 2007) e em um estudo que se
avaliou um extrato rico desse metabdlito, foi observado um efeito protetor ao DNA
das células expostas ao quimioterapico ciclofosfamida, com atividade genotédxica
conhecida (BERHOW et al.,, 2000). Estudos mostram que os triterpendides nao
possuem atividade genotdxica (VILLASENOR et al., 2004).

Para avaliar especificamente a indugcdo ou ndo de apoptose celular, foi
realizado o ensaio de apoptose por difusdo em gel. Os resultados do tratamento das
células CCRF-CEM com BvF C ndo mostrou aumento significativo da taxa de

apoptose quando comparado ao controle sem tratamento (Figura 20, pagina 60),
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tendo o grupo tratado com doxorrubicina um aumento significativo da taxa de
apoptose, confirmando os dados obtidos na andlise do ciclo celular.

O nivel de ROS intracelular observado pelo tratamento com doxorrubicina (0,5
ug/mL) e peréxido de hidrogénio (50 puM), nao foram significativos em relacdo ao
controle sem tratamento, pois a célula tumoral ja produz um nivel basal de ROS
aumentado em relagcdo a células normais (Figura 22, pagina 61). Espécies reativas
de oxigénio sdo subprodutos de reacbes metabdlicas e as células tumorais tem uma
atividade metabdlica exacerbada, requerendo altos niveis de ATP para manter seu
crescimento e proliferagdo, o que resulta numa atividade mitocondrial aumentada
(metabolismo de energia), levando a um excessivo acumulo de EROS intracelular
(GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).

O tratamento com a ICsq do extrato cloroformico em CCRF-CEM, levou a um
aumento significativo do acumulo de ROS intracelular sem provocar a morte da
célula, como é o caso do grupo tratado com perdxido de hidrogénio na concentracao
de 100 uM, onde pode ser visto um aumento do tamanho e granulosidade celular
(Figura 23, pagina 62). Estudos publicados também mostraram que a concentragcao
de 50 uM do peréxido de hidrogénio leva a um aumento da inducdo de ROS na
linhagem CCRF-CEM, mas ndo € estatisticamente significativo (KUETE et al.,
2013a, 2013b). Estudos relatam que esse efeito é devido a acéo da catalase, que é
a principal enzima responsavel por proteger as células a partir do peroxido de
hidrogénio, uma vez que protege completamente a célula a partir de peréxido de
hidrogénio extracelular (ZHU et al., 2008).

Diversas linhagens tumorais apresentam um constante estado de estresse
oxidativo e induzem a expressdo de proto-oncogenes. Aparentemente, as células
tumorais séo resistentes a lise celular oxidante, apesar de estarem sob constante
microambiente oxidativo (TOYOKUNI et al., 1995). Um dos fatores que conferem a
célula uma resisténcia ao estresse oxidativo, € a glicolise reforgada. Em um primeiro
relato, constatou-se que células cancerigenas possuem um aumento da glicdlise,
por um mecanismo desconhecido (KONDOH, 2008). De acordo com dados
publicados, o gene supressor de tumor p53 € 0 que mais sofre mutacbes em varios
tipos de cancer (ATTARDI; JACKS, 1999). Esse gene também pode melhorar a
glicolise através de diferentes mecanismos; a expressado de c-Myc ativa a transcricao
de diversas enzimas glicoliticas e o p53 regula negativamente a funcdo de outras
enzimas (KIM et al., 2004a).



71

Os niveis de ROS intracelular podem ser utilizados para monitorar o dano que
as células podem suportar. Diferentes maneiras de desenvolver resisténcia a ROS
incluem a eliminacdo de vias alternativas que podem evitar a acumulacdo de
grandes quantidades sem comprometer o alto metabolismo necessario para células
tumorais. Exemplos desses processos incluem o direcionamento da via glicolitica na
via da pentose fosfato (PPP), (SOSA et al., 2013). Ou mesmo na regulacao positiva
de mecanismos de protecdo aos agentes oxidantes, de forma a ndo comprometer o
DNA e as func¢bes bioquimicas da célula tumoral (GORRINI; HARRIS; MAK, 2013).
A terapia pro-oxidante é baseada na geracao de espécies reativas de oxigénio para
matar as células tumorais. Embora o estresse oxidativo causado por ROS promova o
crescimento tumoral, ele também pode aumentar a sensibilidade ao tratamento
(APPIERTO et al., 2009). Seria necessario definir os niveis de ROS em um tumor
especifico e sua capacidade de mudar sua via glicolitica, com o fim de se obter a
morte celular (SOSA et al.,, 2013). Alguns quimioterapicos utilizados na terapia
convencional induzem ROS, como é o caso do 5-fluorouracil (5-FLU). Esse
qguimioterapico interfere na replicacdo do DNA, inibindo a divisdo celular. Entretanto,
alguns estudos em animais e com pacientes tratados tem sugerido que a
citotoxicidade induzida por 5-FLU est4 diretamente ligada a formacdo de ROS
(AFZAL et al., 2012).

Neste contexto, mais estudos sdo necessarios para avaliar quais possiveis
vias metabdlicas estao envolvidas no processo de inibicdo tumoral pelo extrato BvF
C, além de se estabelecer biomarcadores tumorais (oncogenes, genes supressores
de tumor, entre outros) para se definir o mecanismo de a¢ao e possiveis implicacdes
do uso da fracdo cloroférmica como forma alternativa de tratamento. Também se
fazem necessarias mais avaliagbes com cultura primaria para avaliar que efeito o

extrato tem em células normais e estudos com modelos tumorais in vivo.
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CONCLUSAO

O extrato bruto (EABF) diminuiu a viabilidade celular da linhagem tumoral A549
nas concentragdes de 1,8 a 30 pug/ mL, quando analisados pelo ensaio do MTT,
apos do tratamento por 24 horas;
As fracbes BvF Ac e BvF MA ndo mostraram nenhum efeito nas linhagens
tumorais testadas;
A fracdo BvF C mostrou diminuicdo da viabilidade celular, pelo ensaio do MTT,
das linhagens:

v' A549, em todas as concentracdes testadas;

v MDA-MB-435S, nas concentracdes de 15 a 120 pg/ mL;

v" CCRF-CEM, nas concentragdes de 60 e 120 pg/ mL.
A fracdo BvF C ndo mostrou nenhum efeito em células mononucleares de
sangue periférico (PBMC);
Nenhum dos extratos mostrou diminuicdo da viabilidade celular quando
analisados pelo ensaio de exclusdo com azul de tripan;
A fracdo BvF C, na linhagem tumoral CCRF-CEM:

v" Né&o induziu a formacao de microndcleos;

v" Nao provocou danos ao DNA,;

v" Nao levou a morte celular por apoptose;

v Interferiu no ciclo celular, levando a um aumento da fase G1 e diminuicdo

da fase G2/M;
v" Aumentou o acumulo de ROS intracelular.
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8 PERSPECTIVAS

Como perspectiva do trabalho, temos a realizagdo de andlises da expressao de
genes marcadores de cancer em linhagens tumorais, além da realizacdo de estudos

fitoquimicos dos extratos, para a separacao e identificacdo destes compostos.
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