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RESUMO

O osteossarcoma (OSA) é um tumor muito agressivo nos cdes, com baixo indice de
sobrevida e tratamento pouco efetivo. Na busca de fontes alternativas de terapia, o
bioma brasileiro torna-se uma esperanca cientifica, por apresentar uma diversidade de
plantas medicinais de conhecimento e utilizacdo popular. No entanto, elas podem
apresentar fungdes bioldgicas controversas. O objetivo deste estudo foi verificar a
bioatividade das folhas de Campomanesia adamantium e de Hymenaea martiana
Hayne sobre células de Osteossarcoma Canino (OC) de cultura estabelecida e células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC). As células foram cultivadas e
submetidas ao tratamento com as concentragdes de C. adamantium (1 pg/mL, 10
pg/mL, 100 pg/mL, 1000 pg/mL) e H. martiana Hayne (10uL/mL, 100uLl/mL,
1000uL/mL, 2000uL/mL e 5000uL/mL), nos tempos de exposicdo de 24h, 48h e 72h
em normoxia e 24h para células expostas ao estresse oxidativo, induzido por peréxido
de hidrogénio. Os resultados foram obtidos por meio da anélise da viabilidade celular
e citotoxicidade pelo método de reducdo do tetrazélio (MTT). Este estudo traz
resultados inéditos em relacdo aos efeitos dos extratos, pois foi possivel demonstrar
que possuem pouca acao citotoxica. Além disso, foi observado que, quanto maior a
dosagem e maior o tempo de exposi¢do, maior a atividade proliferativa, com aumento
da viabilidade celular no grupo de 72 horas. Nas células endoteliais, de forma similar,
ndo houve atividade citotoxica, além da ocorréncia do aumento da viabilidade celular,
inclusive apds a submissdo ao estresse oxidativo. O extrato de folhas de C.
adamantium aumentou a viabilidade e ndo apresentou acédo citotdxica nas células de
osteossarcoma canino e nas células endoteliais sob estresse oxidativo. O extrato
etanolico bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, aumentou a viabilidade
celular das células de osteossarcoma canino e das celulas endoteliais de veia umbilical

humana, submetidas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: cultivo celular, D 17, tumores 6sseos, plantas do cerrado.
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ABSTRACT

Osteosarcoma (OSA) is a very aggressive tumor in dogs, with low survival rate and
ineffective treatment. In the search for alternative sources of therapy, the Brazilian
biome becomes a scientific hope, presenting a diversity of medicinal plants of popular
knowledge and use. However, they can have controversial biological functions. The
aim of this study was to verify the bioactivity of the leaves of Campomania
adamantium and Hymenaea martiana Hayne on canine osteosarcoma (OC) cells from
cell cultures and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). As cells were
cultured and subjected to treatment with C. adamantium (1 pg / mL, 10 pg / mL, 100
Mg / mL, 1000 pg / mL) and H. martiana Hayne (10uL / mL, 100uL / mL, 1000uL /
mL , 2000uL / mL and 5000uL / mL), in the 24h, 48h and 72h exposure periods in
normoxia and 24h in cells exposed to oxidative stress, induced by hydrogen peroxide.
The results were analyzed by analyzing cell viability and cytotoxicity using the
tetrazolium reduction method (MTT). This study brings unprecedented results in
relation to extractive effects, as it was possible to demonstrate that they have little
cytotoxic action. In addition, it was observed that the higher the dosage and the longer
the exposure time, the greater the proliferative activity, with increased cell viability in
the 72-hour group. In endothelial cells, similarly, there was no cytotoxic activity, in
addition to the occurrence of increased cell viability, even after submission to
oxidative stress. C. adamantium leaf extract increased viability and did not show
cytotoxic action in canine osteosarcoma cells and endothelial cells under oxidative
stress. The crude ethanolic extract of the leaves of Hymenaea martiana Hayne,
increased the cell viability of canine osteosarcoma cells and human umbilical vein

endothelial cells, submitted to oxidative stress.

Keywords: cell culture, cerrado plants, D 17, bone tumors.



CAPITULO 1- CONSIDERACOES INICIAIS

A formacdo de uma nova célula acontece por meio da duplicacdo de uma
célula pré-existente. O ciclo celular é o processo no qual o DNA é duplicado e a diviséo
celular (mitose) resulta na formacéo de uma nova célula. Essa reprodugdo envolve uma
sequéncia organizada de eventos; porém, quando erros acontecem nesta sequéncia, um
dos mecanismos de regulacdo deste DNA alterado é a morte celular programada
denominada apoptose. Quando os mecanismos de regulagdo falhnam, o DNA alterado
leva a formagéo de doengas como, por exemplo, o cancer®,

Cancer é 0 nome dado a um conjunto de mais de duzentas doengas que tem
em comum a agressividade causada pela desordem do ciclo celular e na multiplicacao
das celulas. O céancer atualmente é a principal causa de morte por doencas nao
transmissiveis em todo o mundo e assim se apresenta como um problema de saude
publica, tanto em paises desenvolvidos como em paises subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento*®®,

O principal tratamento contra o cancer é a cirurgia, seguida da
quimioterapia, a radioterapia, terapia hormonal e imunoterapia>’. A quimioterapia é
uma técnica que consiste na destruicao das células cancerigenas, que se caracteriza por
apresentar uma divisdo mais rapida que a divisao de uma célula normal. Porém, ainda
é uma técnica que causa efeitos adversos em células normais devido a sua alta
toxicidade. E consenso entre pesquisadores e profissionais de salide a necessidade de
empregar medicamentos que apresentem maior eficiéncia e menor efeito adverso para
o0 tratamento do cancer. Nesse sentido, diversos centros de exceléncia em pesquisa tém
buscado o desenvolvimento de novos quimioterapicos a partir de plantas, atualmente
60% das drogas utilizadas em ensaios clinicos sio derivados de produtos naturais®.

Os estudos com substancias conhecidas como metabolitos secundérios,
que sdo extraidas de plantas, possibilitaram a descoberta de produtos quimicos que
possuem fundamental importancia no tratamento de determinados tipos de céancer.
Dentre esses, encontram-se 0s quimioterapicos como a vincristina e a vimblastina, que
foram isoladas da vinca (Catharanthus roseus); os derivados da podofilotoxina,
procedidos de rizomas de Podophyllum peltatume e P. hexandrum; os oriundos da
camptotecina, obtidos da Campotheca acuminata; o taxol e o docetaxol extraidos de

Taxus brevifolia e T. baccata 3.



O uso de substancias obtidas de fontes naturais no tratamento de
enfermidades é uma pratica comum desde a antiguidade®!!t, Um dos relatos mais
antigos que se tem noticia, da utilizacdo de plantas para fins terapéuticos, data de 3.000
a.C., na obra Pen Ts’ao, do chinés Shen Nungl. Estima-se que medicamentos
derivados de produtos naturais possam ser empregados como tratamento de 87% das
doencas humanas®2.

Na atualidade, diversos medicamentos utilizados na terapia de varias
doencas séo derivados direta ou indiretamente de fontes naturais como vegetais, micro-
organismos, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados terrestres!*. Por seu
potencial de apresentar efeitos adversos mais brandos, essas substancias se apresentam
como promissoras alternativas a medicina tradicional, diante da tecnologia e
diversidade de estratégias e métodos disponiveis para a descoberta de novos
farmacos®.

O presente estudo teve por objetivo investigar a acdo do extrato etandlico
bruto das folhas de Campomanesia adamantium e Hymenaea martiana Hayne, em
células de osteossarcoma canino (D-17) e células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo. Considerando o potencial terapéutico dos

géneros Campomanesia e Hymenaea.

1. CICLO CELULAR

As células se dividem constantemente para manter 0 nimero ou para
renovar as que nao mais mantém seu estado metaboélico. Para que isso aconteca, uma
sequéncia de eventos ocorre de forma organizada, duplicando o contetdo celular e
originando duas células filhas, geneticamente idénticas'®. A divisdo celular é induzida
por fatores internos e externos a célula. Os fatores internos sdo os produtos génicos
que induzem a reproducéo nos tecidos que nao sofreram ou estdo em fase inicial de
diferenciacdo celular. Os fatores externos s&o influenciados por substancias que agem
tanto no ponto de partida do ciclo celular como nos fatores de crescimento®:’,

O ciclo celular compreende o periodo de vida da celula desde o seu
surgimento até sua divisdo em celulas filhas, ou seja, este ciclo compreende 0s eventos
de duplicacdo do DNA e diviséo celular®®. O ciclo celular acontece em duas etapas, a

interfase e a divisdo. A interfase é o periodo entre duas divisdes sucessivas da célula.



Nessa fase, a célula passa a maior parte de seu tempo de sobrevivéncia e ocorre intenso
metabolismo?!’.

A interfase é dividida nas fases GO, G1, S e G2. Na fase GO a célula néo
se replica. Na fase G1 ocorre o crescimento celular, a diferenciacdo e producéo de
proteinas, enzimas e RNA. A fase S tem como evento predominante a duplicacdo do
material genético. Durante a fase G2 acontece o término da duplicacdo dos
componentes do citoplasma e um intervalo metabolico, para que ocorra a verificacao
do DNA duplicado e se a célula esta preparada para mitose!6:1718,

Na etapa de diviséo ocorre a mitose, que corresponde a fase M, onde a
célula passa pelo processo de producdo do fuso mitético e divisdo do nucleo e do
citoplasma. A separacdo final das células filhas é chamada de citocinese!®. Entre os
mecanismos reguladores da multiplicacdo da célula, estdo presentes nas fases do ciclo
celular os chamados pontos de checagem, que podem interromper o progresso do ciclo
celular e ativar os mecanismos de reparo®®. Apos os pontos de checagem, a célula passa
para a fase seguinte e este processo é irreversivel (Figura 1). O que ocorre com a célula
neoplasica é que as falhas ndo sdo reparadas e ela permanece no ciclo celular de forma
indefinida, geneticamente instavel, proliferando de forma descontrolada e ignorando
0s pontos de checagem?®.
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FIGURA 1 - Ciclo celular na fase G1 ocorre a descondensagdo dos cromossomos e a sintese
de RNA e proteinas; na transicdo da fase G1 ocorre o primeiro ponto de
checagem; durante a interfase o DNA nuclear é duplicado; a fase G2 é
caracterizada pelo crescimento celular e sintese de DNA; na fase G2 esta o
segundo ponto de checagem; na fase M a célula € dividida em duas células
filhas.
Fonte: Adaptado de Belizario®®.

A morte celular programada ou apoptose é outro mecanismo regulador da
multiplicacdo das células que podem levar a morte células que apresentam a
possibilidade de se tornarem alteradas e levar a doencas *”. E um processo fundamental
no desenvolvimento e na homeostasia tecidual ocorrendo nos organismos
multicelulares como resposta a estimulos intra ou extracelulares.

Durante a vida de um individuo, a apoptose é essencial como estratégia
de defesa na remogdo de células com mutacdo ou infectada, como resposta a
fendmenos de citotoxidade ou para desenvolvimento embrionario normal. Quando
acontecem falhas na regulacdo da morte celular programada, os resultados sdo
alteracdes como defeitos de desenvolvimento, doencas autoimunes, neurodegeneragéo
ou cancer?®,

Em contrapartida durante a respiracdo fornecemos as nossas celulas

oxigénio necessario para producdo de energia através um processo que recebe 0 nome



de metabolismo oxidativo. Nesse processo o oxigénio € reduzido e as ligacGes
covalentes da glicose sdo quebradas liberando gas carbdnico, agua e energia®®. A
mitocondria € a principal organela celular envolvida, onde atuam varias enzimas
responsaveis por catalisar esse processo. Na maior parte dessas etapas ha a formacéo
de subprodutos benéficos, porém cerca de 5% podem ser toxicos para célula em altas

concentragdes??, causando o estresse oxidativo.

1.1. Estresse oxidativo e vias de ativacio da apoptose

O oxigénio durante o transporte de elétrons na mitocondria pode ser
parcialmente reduzido gerando as espécies reativas de oxigénio (EROs), como por
exemplo o anion superoxido (Oz), peroxido de hidrogénio (H20.), radical hidroxila
(H) e peroxidos organicos?. O estresse oxidativo ¢ definido como o desequilibrio
grave entre as espécies reativas de oxigénio e o sistema oxidante, ou seja, producédo e
eliminagio da EROs?>%,

A producdo da EROs ocorre a partir de fontes enddgenas ou fontes exdgenas.
As fontes enddgenas incluem tanto organelas intracelulares, bem como fontes
inflamatorias. Fontes exogenas incluem xenobidticos, produtos farmacéuticos e
radiacdo. A inibicdo de defesas oxidantes pode resultar no estresse oxidativo que pode
gerar mutacdo em genes e ter como resultado a carcinogénese?®.

Diversos tipos de cancer incluindo, mamario, leucemias, carcinomas
gastricos, prostéatico, e de célon, apresentam elevados niveis de células neoplasicas que
estdo geralmente expostas a condi¢des de estresse, como hipdxia e perda de célula-
célula e célula-matriz extracelular, desbalanco no metabolismo oxidativo e entre
outros fatores ambientais?.

As EROs regulam vaérias etapas de transducdo de sinais, e ainda podem
participar de diferentes etapas de transformacéo e progressdo de neoplasias, como a
autossuficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais antiproliferativos,
evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo e
metéastase, metabolismo e inflamag&o%.

Entre as vias reguladoras das EROs as que se destacam sdo as proteinas
quinase ativada por mitégeno (MAPK) e fosfoinsitideo-3-quinase (PI3K). A MAPK
tem papel na formagdo de tumores principalmente por ativar fatores de transcri¢cdo

como c-jun e c-fos, que atuam na expressdo de genes envolvidos em proliferagdo



celular, diferenciacdo, transformacéo, inflamacéo, entre outros. Enquanto isso PI3K
esta relacionada a via de RAS, que tem papel fisiol6gico importante na sobrevivéncia
celular. Entretanto varios mecanismos podem levar a sua desregulacdo e contribuir
para o desenvolvimento de neoplasias. Ainda como funcdo ja relatada do estado
oxidativo no controle da viabilidade celular é a relagcdo do ciclo celular, umas das
proteinas que atuam na checagem € a quinase ataxia-telangiectasiamutada (ATM), da
mesma familia da PI3K 2026,

O estresse oxidativo é um dos fatores que desencadeiam a apoptose. Varios
fatores desencadeiam a apoptose, junto dele ainda estdo: a ligacdo de moléculas a
receptores de membrana, danos ao DNA, agentes quimioterapicos, a radiacao
ionizante, falta de controle dos fatores de crescimento, falta de nutrientes 2027,

O processo de sinalizacdo que desencadeia a via intrinseca é tdo
homogéneo quanto os estimulos iniciadores, e todos 0s mecanismos estdo associados
a uma mitocondria?®. A via extrinseca é desencadeada por sinais de estresse
extracelulares, que sdo sentidos e difundidos pelos receptores transmembranares
especificos como o fator de necrose tumoral (TNF) 28,

A Via de apoptose extrinseca é mediada pelos receptores de morte: fator
de necrose tumoral (TNF), ligante de fator de apoptose (TRAIL), receptor do fator de
necrose tumoral (TNFR1) e acido graxo sintase (Fas). Tais receptores estdo presentes
na membrana plasmatica, porém na via intrinseca a mediacdo acontece por meio da
mitocondria®®. As duas vias tém grupos independentes de caspases iniciadoras (casp2,
8, 9 e 10) e grupos comuns de caspases efetoras (casp3, 6 e 7). Ambas executam
eventos que levardo a apoptose celular?,

A via extrinseca é estimulada quando os sinais de morte celular
FASL/CD95 (receptor de superficie envolvido na ativacdo da apoptose), TNRF, ou
TRAIL fazem interacdo?. A estimulac&o do ligante de morte tem como consequéncia,
a oligomerizacéo dos receptores, recrutamento da proteina dominio de morte associada
a Fas (FADD), e recrutamento da caspase iniciadora (casp8), constituindo o complexo
de sinais que induzem a morte. A auto-ativacdo da casp8 no sinal de indugdo de morte,
é seguida pela a ativagdo das caspases efetoras a jusante, levando a célula a
apoptose?2%3° (Figura 2).



z‘g“; CU] TNF

|

‘

a 6 I
] Fas/CD95 [1 INFR1
Bjdd ) “xxgx Al poc” 000000000
I 1 il \ | Membrana
l | 1‘“1-« M “_fv :Mf m‘ { ]‘ yf ! eelular
35| 8 | 6 [oooadtncaboonntonatons f) o
[ l FADD ]
. L od A ookl
D0 0Ql0) { ) rp
- 1 D :
"l I'{ TRADD TRAF2
Caspase NF-kB
8e10 - | =
Ativagao l

de
caspases

fatores de
sobrevivéncia

Apoptose

FIGURA 2 - Via extrinseca da apoptose desencadeada pela ligacdo de
receptores de fator de necrose tumoral da membrana que
ativa a cascata das Caspases levando a célula a apoptose.
Fonte: adaptado de Rao et al.*°.

A ativacdo da via de apoptose intrinseca ocorre por estresse intracelular ou
extracelular, como a desregulacdo dos fatores de crescimento, radiacdes, hipoxia,
alteracdes no DNA ou ativacio da oncogenes?®. Os sinais que sdo traduzidos em
reposta a ativacdo convergem para a mitocondria, que integra os estimulos de morte
da célula, induz a permeabilizacdo mitocondrial e a liberacdo de moléculas pro-
apoptdticas®:. Assim que os sinais de morte chegam & mitocdndria, ocorre o colapso
do potencial da membrana interna, bem como a transicdo da permeabilidade
mitocondrial. Simultaneamente, a 4gua do espaco entre as membranas passa para a
matriz mitocondrial. Isso leva a ruptura da organela, o que resulta na perda da
homeostase celular, na interrupcdo da sintese de ATP e no aumento da producédo de
EROs®. Aumentado o nivel de EROs, ocorre a oxidagdo dos lipideos, das proteinas e
dos acidos nucléicos, elevando o colapso da membrana interna.

A resposta da mitocéndria ao dano oxidativo é a via de inicio da apoptose.
Durante a apoptose, é formado um megasporo, que possui uma diversidade de
proteinas e abrange as membranas da mitocondria. E por ele que ocorre a liberacio do
citocromo c e proteinas ativadoras de apoptose para o citosol. No citosol, o citocromo
¢ forma um complexo com o fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1

(APAF-1) e a caspase- 9, o denominado apoptossomo, que faz a clivagem da pro-



caspase-9, e libera a caspase-9 ativa. Quando ativada, a caspase -9 faz a ativacdo da

caspase-3 que induz a apoptose (Figura 3).
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FIGURA 3 - Esquema do processo de ativagdo da apoptose pela via
ntrinseca que ocorre quando ha a retirada dos fatores
de crescimento ou danos ao DNA, as moléculas pré-
apoptéticas como 0 citocromo ¢ sdo ativadas,
resultando  na ativacdo das caspases iniciadores e
efetoras, levando a célula a apoptose.

Fonte: Adaptado de http://ormigta-.blogspot.com

2. CANCER

A palavra cancer, de origem latina, é a traducéo do termo grego carcinoma,
que significa caranguejo. Essa analogia foi utilizada pela primeira vez na antiga Grécia
por Hipdcrates, que associou a semelhanca entre as patas do crustaceo e a
vascularizagdo em volta de um tumor®2. Descobertas em mimias egipcias demonstram
que a doenca ja atingia 0 homem ha mais de 3 mil anos antes de Cristo no “papiro de
Georg Elbers”, que data 1600 a.C, é relatado um tratamento de um tumor mamario a
base de mel e ervas e que ndo funcionou. Segundo Hipdcrates o cancer seria causado
pelo excesso de bile negra, substancia produzida no baco e no estbmago. No século
XVII foi provada que essa afirmacao era falsa®.

Aproximadamente em 1915 um experimento com ratos comprovou que
agentes quimicos podem induzir o cancer, comprovando a teoria de Percoival Pott, que
no século XVIII, observou que limpadores de chaminés da Inglaterra, quando

comparado a outras pessoas, tinham maiores chances de desenvolver cancer®®. Em
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1955 o Instituto Nacional do Céancer dos EUA (INC) deu inicio ao programa de
pesquisas de medicamentos com capacidade de combate ao cancer. O INC ja testou
mais de 500 mil tipos de diferentes substancias em animais®*.

No inicio dos anos 60 descobriu-se que o tabaco é um agente causador de
cancer. Atualmente ha discussGes que a tumorigénese esteja associada a padrdes
alimentares como produtos alimenticios ricos em carboidratos (batata, paes e cereais
prontos para consumo). Ainda se discute sobre carnes e produtos a base de proteinas,
pois eles poderiam causar tumorigénese devido ao conteido conservante genotdxico e
carcinogénico®-¢,

O desenvolvimento de instrumentos cirdrgicos e a inovagdo do
microscopio auxiliou ndo somente os médicos a detectarem os tumores, mas também
os mecanismos envolvidos na formagdo das neoplasias®”. A descoberta da
radioatividade pela polonesa Marie Curie e colaboradores, contribuiu para a
idealizacdo da radioterapia, este foi o primeiro tratamento capaz de tratar as células
cancerosas. Nessa época ainda ndo havia drogas para quimioterapia®.

O cancer se caracteriza por uma proliferacdo desordenada de
células, que possuem a tendéncia de invadir tecidos e 6rgdos vizinhos*?24, Mesmo
com todos os avan¢os no tratamento, o cancer ainda é um problema de satde publica,
principalmente nos paises em desenvolvimento, e é uma das maiores causas de morte
em todo mundo®*404,

O surgimento do cancer no organismo acontece a partir de mutagfes em
genes essenciais ao funcionamento da célula, que de forma coletiva, contribuem para
o desenvolvimento de tumores malignos*?. Essas alteracbes mutagénicas podem
propiciar as células neoplasicas propriedades como a autossuficiéncia em relacdo aos
sinais de crescimento, a falta de sensibilidade a sinais que inibem o crescimento,
evasdo a apoptose, ilimitado potencial de replicacdo, angiogénese sustentada, invaséo
tecidual e metastase*?“3.

Segundo Naoum e Naoum*, o processo que leva a formacéo do cancer
recebe 0 nome de carcinogénese. Este processo ocorre de forma lenta e pode levar
muitos anos para que um conjunto de celulas neoplasicas se torne um tumor detectavel
clinicamente. A carcinogénese consiste nos estagios de iniciagdo, promogdo e
progressio®?.

Na iniciacdo, as células sofrem o efeito do agente carcinogénico ou

“oncoindicador”, que causa alteragdo em alguns genes. Nesse estagio, mesmo que a
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célula esteja geneticamente modificada, ainda ndo é possivel a deteccédo clinica de um
tumor. Esse estagio pode ser facilitado quando houver suscetibilidade genética e/ou
laténcia, tornando-se um risco para o desenvolvimento do cancer em uma fase tardia.
Os agentes carcinogénicos ou “oncoindicadores” podem ser endogenos, quando se
referem a herancga genética, erros na replicacdo do DNA e alteracGes dos radicais livres
durante o metabolismo celular; ou exdgenos, quando relativos a radiagdo ionizante e
agentes quimicos cancerigenos**,

Na promocdo, as celulas que foram alteradas geneticamente passam pelos
efeitos dos agentes “oncopromotores” ou cancerigenos. Ao sofrer esse processo, a
celula vai se transformando lentamente e gradualmente em celula maligna. Para
acontecer a transformacdo é necessaria a exposicdo longa e continuada ao agente
carcinogénico promotor. Caso seja suspenso o contato com este agente, ainda pode
ocorrer a interrupgao do processo carcinogénico nesse estagio**.

Na progresséo, ocorre o descontrole durante a multiplicagéo celular. Esta
etapa é irreversivel, ou seja, a neoplasia maligna esta instalada e as manifestacdes
clinicas da doenca comecam a surgir. Na fase de progressdao ocorre a perda da
sensibilidade aos sinais que inibem a proliferagdo, em funcéo das alteracfes que
ocorrem nos mecanismos regulatorios que controlam a multiplicagéo celular44°,

Células normais necessitam de sinais mitogénicos de crescimento e, assim,
passam do estado quiescente para a proliferacdo ativa. A sinalizacdo é transmitida para
o interior da célula através de receptores transmembrana, que ativam diferentes classes
de moléculas, como fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular e
moléculas de adesdo*®. A aquisicio de autonomia de sinais de crescimento foi a
primeira capacidade adquirida pela célula tumoral, a ser definida de forma clara pelos
pesquisadores em cancer®’. Trés estratégias moleculares comuns para a autonomia
envolvem alteragbes em sinais de crescimento extracelulares, em transdutores
transcelulares da sinalizagéo, ou de circuitos intracelulares que traduzem estes sinais
em acao*’.

Os diferentes tipos de cancer sdo classificados de acordo com o tipo de
tecido onde eles se originam. Se derivar dos tecidos epiteliais, a neoplasia é
denominada carcinoma, tipo de cancer mais comum em humanos. Caso seja originada
de tecido mesenquimal, recebe o nome de sarcoma. Quando se inicia no sistema
linfatico, € denominado linfoma e ha ainda a leucemia, que é a neoplasia maligna da

medula 6ssea®.
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Os tipos principais de tratamento para 0 cancer sdo a quimioterapia, a
radioterapia, cirurgia, terapia hormonal e imunoterapia>’. A quimioterapia consiste na
destruicdo das células cancerigenas, que se caracterizam por apresentar uma divisao
com rapidez maior que a células com divisdo normal. Porém, este tipo de tratamento
apresenta constantemente efeitos adversos em células normais, principalmente
gastrointestinais, capilares e do sistema imunologico®?°.

Os farmacos quimioterapicos mais utilizados no tratamento do cancer
humano sdo a mercaptopurina, tioguanina (antimetabdlitos que causam principalmente
a inibicdo da sintese das purinas), hidroxiureia, fluruoracila (agem inibindo a formacao
dos dexorribonucleotideos), Cisplatina (modificacdo do DNA por alquilacéo),
bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposideo (interacdo com topoisomerase
I1), actinomicina D, vincristina e vimblastina (inibe a sintese do RNA ou de proteinas)

e taxanos (interacdo com a tubulina)® (Figura 4).
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FIGURA 4 - Esquema representando atividade dos agentes quimioterapicos
antineoplasicos dependendo da fase do ciclo celular.
Fonte: Almeida et al.*°.

A estratégia preferencial das terapias antineoplasicas consiste na
associacdo de farmacos quimioterapicos, apresentando alta incidéncia de reacfes
adversas em decorréncia da sua alta toxicidade. Ainda, a diminuigdo da eficacia da
terapia associativa contra as neoplasias pode ocorrer pela resisténcia a multifarmacos
(multidrugresistence - MDR). A multirresisténcia acontece quando a célula com

cancer fica protegida da agdo tdxica dos farmacos quimioterdpicos. A MDR ocorre
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frequentemente, fazendo com que seja necesséria a indicacdo de terapias associadas
de mais de um farmaco®.

As estratégias para a descoberta de novos farmacos antineoplasicos tem
sofrido uma alteracdo notavel que acontece devido as elucidacdes da base molecular
para transformacdo da célula normal em célula cancerosa. Conhecer a biologia do
cancer tem possibilitado a descoberta de alvos especificos como os receptores de
fatores de crescimento, vias de sinalizagdo intracelulares, processos epigeneticos,
vascularidades dos tumores, defeitos no reparo do DNA e vias de morte celular. Por
exemplo, véarios tumores possuem a proliferacdo e a sobrevida dependente de uma
Unica via de fatores de crescimento, inibindo assim essa via especifica, ocorrerd a
morte celular®®.

A fotorradiacdo e a imunoterapia sdo técnicas antineoplasicas também
muito utilizadas em associacdo a uma das terapias supracitadas. A fotorradiacdo com
derivados hematoporfirinicos (HTP) apresenta a vantagem de selecionar melhor a
célula a ser destruida, porém ela ndo pode ser utilizada internamente, somente em
tumores que sdo superficiais, pois pode haver acumulagdo de porfirinas nos 6rgdos
sadios. A imunoterapia estimula as defesas do organismo com interleucina-2,
interferon o, e ainda o Bacilo Calmette-Guérin (BCG), técnica utilizada
principalmente para destruir células neoplasicas remanescentes de cirurgias®4&°,

E consenso entre pesquisadores e profissionais de saide que é necessario
empregar medicamentos que apresentem maior eficiéncia e menor efeito adverso para
0 tratamento do cancer. Nesse sentido, diversos centros de exceléncia em pesquisa tém
buscado o desenvolvimento de novos quimioterdpicos a partir de plantas, ja que
diversos fitoquimicos podem apresentar atividade antiproliferativa, inativando os
eletrofilos reativos que apresentam potencial carcinogénico e eliminando espécies
reativas de oxigénio que poderdo dar inicio a carcinogénese®®2, Para investigar se 0
fitoquimico pode potencialmente destruir uma célula com cancer, sdo realizados testes
de citotoxicidade em linhagens neoplasicas em cultura onde o fitoquimico é colocado
em contato direto com a cultura celular, observando-se a possivel apoptose da célula®2.

A atividade antiproliferativa é parametro para que seja detectada atividade
antitumoral®®. Para avaliacio desta atividade sio realizados ensaios utilizando
metodologias como contagem celular, ensaios clonogénicos, e medida de incorporacéo

de nucleotideos radioativos ou métodos colorimétricos®®. A maioria dos métodos
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colorimétricos avalia a taxa de crescimento e multiplicacdo, de forma indireta, por

algum indicador de crescimento por meio da revelagdo da coloragdo®.

3. OSTEOSSARCOMA CANINO

3.1. Introducéo

O céancer acomete tanto cdes de racas puras, quanto mesticos, € € um
problema comum, porém algumas racas puras apresentam maior risco de
desenvolverem certos tipos de tumores, sugerindo uma predisposicdo genética. O
osteossarcoma canino (OSA) é uma das neoplasias primarias mais comum em caes,
expressando cerca de 80% das neoplasias que originam nos 0ssos>>°®%", Este tipo de
tumor é agressivo nos cdes, tanto localmente, quanto sistemicamente, por causa do
desenvolvimento de metéstase. Os cées sdo acometidos por esta neoplasia por volta
dos sete anos de idade®®®%® Geralmente os cdes de porte grande e gigante
desenvolvem OSA mais jovens do que os cdes de porte pequeno.

O sistema esquelético € organizado em duas divisdes: esqueleto axial, e
esqueleto apendicular que é constituido pelos membros pélvicos e toracicos®t. Em
cées, 75% dos casos acometem o esqueleto apendicular®®°6283 com ocorréncia uas
vezes maior em membros tordcicos do que radio, umero proximal, fémur distal e
proximal os locais mais comuns %% (Figura 5). Somente 25% dos casos de OSA
canino afetam o esqueleto axial, composto por cranio, coluna vertebral e esterno,
costelas e pelve. Embora as ragas pequenas sejam pouco acometidas pelo OSA, quando

este ocorre destaca-se uma frequéncia maior no esqueleto axial®*.
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FIGURA 5- Regides do esqueleto apendicular canino mais afetado por osteossarcoma:
1 - R&dio e ulna, 2 - Fémur, 3 - Tibia, 4 - Escépula, 5 - Umero 6 — Falanges.
Fonte: Adaptado de Cavalcanti et al.%®

Como supracitado os cées de raca gigante e de grande porte sdo 0s mais
acometidos pelo OSA, e as ragas que apresentam o maior risco para desenvolver a
neoplasia sdo: Rottweiler, Setter Irlandés, Boxer, Fila Brasileiro, S&o Bernardo,
Doberman, Dogue alemdo, Labrador Retriever, Pastor Alemao®*%. O porte
provavelmente é maior fator predisposicdo®’®, bem como os machos sdo mais

acometidos que as fémeas®.

3.2 Etiologia

O osteossarcoma apresenta etiologia desconhecida, porém segundo alguns
autores a causa deste tipo de tumor pode ser multifatorial®®’®. O que as evidéncias
monstram € que ha a tendéncia de que a neoplasia se desenvolva em 0ssos que
suportam maior peso’%’, e em especial as fises que se fecham tardiamente nos 0ssos
longos e que possuem maior atividade celular. Segundo alguns autores o
desenvolvimento de tumores pode ocorrer em cées de ragas grandes e gigantes em
razdo do crescimento rapido das cartilagens epifisarias e devido a predisposicédo a
pequenos e multiplos traumas®>®72, As neoplasias também podem se desenvolver em
locais de velhas fraturas, principalmente aquelas de lenta cicatrizagio’®. Fatores
genéticos podem ser etiologicamente importantes no osteossarcoma. A radiacdo

ionizante também pode induzir surgimento de tumores’.
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3.3. Sinais clinicos

O osteossarcoma caracteriza-se por apresentar crescimento rapido e
progressivo e baixos indices progressivos de sobrevida’. A manifestagdo clinica mais
observada geralmente é a claudicacdo. A claudicacdo aguda, em geral, ocorre devido
a microfraturas ou fragmentagdo do periosteo’?. Outros sinais clinicos observados
incluem edema e dor, que geralmente estio associados distensdo peridsteo® . Junto
a esses sinais e com o processo cronico da doencga, ainda € observado muito
comumente a atrofia muscular por desuso do membro afetado’®.

Outros sinais clinicos associados ao OSA no esqueleto axial dependerdo
de onde o tumor estara localizado. Quando localizado na mandibula e na maxila pode
apresentar sinais como dor, edema, sangramento oral e desconforto ao abrir e fechar a
boca. O OSA quando localizado nos seios nasais pode apresentar sinais como epistaxe,
exoftalmia, dispneia e deformidade facial e neoplasias na coluna vertebral que
apresentam hiperestesia com ou sem sinais neurolégicos’’. Os tumores localizados nas
costelas em sua maioria podem ser palpaveis sendo observavel ainda dispneia
secundaria. Quando localizada na pelve os sinais observados sdo: tremores, atrofia dos
musculos por desuso, dificuldades de levantar e incontinéncia urinaria e fecal, letargia
e anorexia’?. As taxas de metéstases sdo altas e acontecem por via hematogena para

outros 0ssos, para 6rgaos viscerais, pele, pulmdes, cérebro, linfonodos®.

3.4. Diagnostico

O diagnostico do OSA ¢ realizado com base no histérico clinico, exame
fisico, exame radiografico’ """, cintilografia, tomografia computadorizada,
ressonancia magnética’?, mensuracio da fosfatase alcalina e analise citoldgica.
Entretanto, a bidpsia do tecido neoplésico e avaliacdo histopatoldgica sdo as formas
mais eficientes para o diagnostico definitivo’>"3,

O exame radiografico apresenta grande relevancia para determinagédo da
extensdo do envolvimento 6sseo e distingdo dos tumores 0sseos de outras
enfermidades ndo neoplasicas tais como fraturas, osteomielite e doencgas 0sseas
metabolicas. Radiograficamente a lesdo causada pelo OSA canino apresenta aspecto
agressivo podendo ser litica, proliferativa ou mista, com lise de o0sso cortical ou
medular e producdo de novo tecido 6sseo no interior do tumor ou sob periosteo,

demonstrando-se com aspecto que se assemelha a “explosdo solar”’®7°,
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A cintilografia é altamente sensivel para diagnosticar metastases 6sseas.
Ela é utilizada para avaliar a remodelacio 0ssea’®®’, e apresenta eficacia para
identificacdo de lesdes ndo neopléasicas como osteoartrose e osteomielite®l. A
utilizacdo da tomografia computadorizada € principalmente para a caracterizacdo de
lesBes primarias de OSA em caes, porém ela ainda avalia a distribui¢do de metéastases
8182 sendo mais eficaz para a identificagdo de metastases pulmonares’. A tomografia
ainda e pode avaliar a lise 0ssea e € Util nos casos em que o esqueleto axial esta
acometido’®. Pode ser utilizada ainda para identificar o OSA localizado no peridsteo
devido a visualizacio da porcao cortical do 0sso’®.

A ressonancia magnética pode ser utilizada para avaliacdo da extensdo do
tumor e sua relacdo com estruturas adjacentes, sendo necessaria em casos em que 0
tumor esté localizado no esqueleto axial devido a proximidade com o canal vertebral,
demonstrando ser a melhor utilizagdo para diagndstico nestes casos’®. A ressonancia
possibilita a visualizagdo da imagem em diversos cortes e planos, demonstrando
melhor resolucdo de tecidos moles. O ponto negativo desta técnica € o custo elevado
e seu acesso € limitado na medicina veterinaria®?.

A fosfatase alcalina sérica quando em valores elevados pode estar
associada a um diagndstico ruim em cdes acometidos por OSA™ 783 Animais com
fosfatase alcalina Ossea e total normais antes e durante o tratamento sobrevivem
significativamente mais do que os animais que possuem essa taxa elevada®?. Em casos
de niveis elevados depois de 40 dias de remocdo cirtrgica ha chances altas de
desenvolvimentos de metastases a curto prazo™.

A andlise citologica abrange a bidpsia 0ssea para o exame histopatologico
como padrdo para o diagndstico de OSA em cées e a citologia aspirativa com agulha
fina (CA)’2. A avaliacio histopatologica apresenta precisdo para obtencdo do
diagndstico. Classifica-se o tumor baseado na formacao de diferentes tipos de matriz
nos subtipos osteoblastico, fibroblastico, condroblastico ou telangiectasico™ ndo
sendo observada diferenca em relagdo ao comportamento bioldgico entre esses
subtipos em cdes’2. Porém, ndo permite uma avaliacio da graduagio da morfologia do
tecido, particularmente no que se refere a invasibilidade de tecidos adjacentes e se 0s

vasos linfaticos foram comprometidos.

3.5. Estadiamento
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O estadiamento clinico conhecido como Sistema TNM, é estabelecido a
partir de dados dos exames do primeiro diagnostico e antes do primeiro tratamento
antineoplasico®®. O TNM estabelecido pela Organiza¢io Mundial da Satde (OMS) as
siglas incluem, tamanho do tumor primario (T), o envolvimento de linfonodos
regionais (N) e a presenca ou auséncia de metastases a distancia (M)®. O
conhecimento do estadiamento tumoral é de fundamental importancia para que seja
estabelecido o diagnostico e a terapia que devera ser utilizada. Segundo Loukopoulos
& Robinson® algumas caracteristicas clinicas determinam maior malignidade ao OSA,
dentre elas pode-se citar cdes com menos de quatro anos, os OSA osteoblasticos e

tumores distais.

3.5. Tratamento

O tratamento de OSA canino quando acomete o esqueleto apendicular o
tratamento utilizado é amputacdo do membro ou ressec¢do do tumor combinada com
a cirurgia buscando poupar 0 membro, quimioterapia e radioterapia®®2>%®, Para esse
tipo de tumor € indicada a cirurgia para remog¢ao do tumor primario e alivio da dor®* 7,
A radioterapia é oferecida como tratamento paliativo com o objetivo e controle do
tumor localmente e da dor, aproximadamente 70% dos pacientes apresentam resposta
positiva ao tratamento.

A quimioterapia é utilizada para diminuir a incidéncia das metastases
pulmonares e dsseas, a resposta de cada animal ao tratamento quimioterapico é
variavel, podendo resultar em insucesso’2. Cisplatina, doxorrubicina ou carboplatina
sdo utilizadas, individualmente ou associadas, na prevencdo a recorréncia e o
desenvolvimento de metastases apos a cirurgia®®’®. Apds o tratamento, a sobrevida
média proporcionada por todos os protocolos quimioterapicos descritos é em por volta
de um ano e nenhum dos protocolos se apresenta de forma mais eficaz.

Apesar dos avancos cientificos relacionados aos diversos tipos de terapia,
0 prognodstico para OSA é ruim®’, com uma sobrevida média que vai de trés meses a
um ano, sendo que menos que 20% dos cées sobreviverdo por mais que dois anos a
partir do diagndstico’. A busca de novos medicamentos é importante e cada vez mais
intensa, pois ainda ndo ha um tratamento efetivo que seja seletivo. E necessério inovar
nas estratégias de impedimento do avango do cancer, por meio da selecao de moléculas

que possuam mecanismo especifico para cada tipo de neoplasia. Extratos obtidos de
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plantas, que apresentam uma variedade de moléculas que atuam por diversos
mecanismos, tém sido progressivamente (teis como terapia anticancer'!. Entre as 174
drogas anticancer que foram comercialmente disponibilidade nas ultimas décadas,

10% séo de origem e 25% séo derivados de produtos naturais®®.

4. METABOLISMO SECUNDARIO DAS PLANTAS

O metabolismo é o conjunto de reacBes quimicas que ocorre
ininterruptamente em cada célula. Essas reacbes visam, primariamente, 0
aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais das células®.
As plantas continuamente produzem muitos componentes organicos que Sao
classificados em metabolitos priméarios e secundarios. Para sua sobrevivéncia, as
plantas realizam o processo denominado fotossintese, em que a energia luminosa €
transformada em energia quimica, utilizando a energia do sol para oxidar agua, fazer
a liberar oxigénio, produzir diéxido de carbdnico e compostos organicos como glicose
e outros carboidratos. Estes compostos sdo chamados de metabdlitos primarios
organicos formando o conjunto de processos metabdlicos que desempenham uma
funcdo essencial a vida do organismo produtor. S&o usados como fonte de energia na
respiracdo, no crescimento e como precursores na sintese, por meio de reacoes
enzimaticas, de outros compostos e do metabolismo secundario®*®’.

O metabolismo secundario pode ser definido como um conjunto
metabdlico cujos produtos ndo sdo essenciais a vida do produtor e que garantem
vantagens na sobrevivéncia e na perpetuacio da espécie em seu ecossistema. E um
arsenal de metabdlitos como enzimas e coenzimas que tem a capacidade de producéo,
transformacdo e acumulacdo de inUmeras substancias. Essas substancias exercem
funcBes como defesa contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra radiacao
ultravioleta (UV), competicdo entre plantas, atragdo de polinizadores ou animais
dispersores de sementes. Outra caracteristica interessante do metabolismo secundario
é sua alta capacidade biossintética, tanto relacionada com a quantidade de substancias
produzidas quanto na variedade numa mesma espécie®.

A disponibilidade dos metabdlitos pode ser alterada pelo ritmo circadiano
da sua biossintese por ser diretamente ligado pela interacdo entre a planta e meio em

que vive. Haverda varia¢Ges decorrentes de fatores como o desenvolvimento da planta,
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temperatura, altitude, indice pluviométrico, raios UV, macro e micronutrientes,
altitude, condicdes ecoldgicas ou ambientais, estimulos mecénicos ou ataque de
patogenos. Por outro lado, resultados de analises laboratoriais de metabdlitos podem
sofrer a influéncia dos métodos de coleta, estabilizacio e estocagem®®,

Os metabdlitos secundarios nas plantas sdo classificados em trés grandes
grupos: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides. Os terpenos derivam do isopreno
e sdo produzidos a partir do acido meval6nico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato. Os
compostos fenolicos derivam do &cido chiquimico ou do &cido mevaldnico. Os
alcaloides, por sua vez, se originam de aminoacidos, como 0s aromaticos (triptofano,
tirosina) derivados do acido chiquimico, ou podem ter sua biossintese mediada por

aminoéacidos alifaticos®¢"88 (Figura 5).
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FIGURA 5 —  Esquema do ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios dos vegetais.
Fonte: Simdes & Guerra>,

Os terpenos estdo presentes nos Oleos essenciais, que sdo conhecidos
também como Oleos volateis ou etéreos, por evaporar rapido quando expostos ao ar.
Os 6leos essenciais sdo encontrados em diversas partes da planta e sdo eles que

conferem o odor caracteristico dos vegetais. Nas plantas eles servem para atrair
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polinizadores e também como repelente de insetos e herbivoros. Entre as propriedades
medicinais estdo o0 uso como antisséptico, anti-inflamatdrio e antipirético®.

Além dos aminoacidos, outros percussores como 0s terpenos esteroides
participam da formacéo da estrutura final dos alcaloides. Estes podem ser encontrados
em qualquer parte da planta e estdo presentes em representantes de todos 0s grupos
vegetais, porém sua maior ocorréncia é nas angiospermas®*. Plantas produtoras de
alcaloides séo evitadas na dieta de animais e insetos e sdo repelidas por herbivoros,
provavelmente devido a toxicidade ou ao gosto amargo da maioria dos alcaloides.
Ainda assim, sdo utilizados por determinado grupo de borboletas para defesa contra
predadores e até como sintese de feromonios por aranhas. Uma possivel funcéo deste
metabolito para o vegetal seria a protecdo contra radiacdo UV, pois seu ndcleo
aromatico possui alta capacidade de absorcéo dessa radiagdo®.

Diversos alcaloides sdo utilizados na terapéutica, puros, em associagao e
como matéria-prima para a sintese de fa&rmacos. Como exemplo de maior importancia
nesse grupo podem ser citados os alcaloides da vinca (Catharanthus roseus) como a
vincristina e vimblastina, que sio utilizados como antineoplésicos®’.

Os flavonoides sdo 0s que estdo presentes em maior abundancia entre 0s
metabolitos, sendo conhecidos mais de 6.000 flavonoides diferentes. Sdo formados
pela combinacdo de uma unidade de &cido chiquimico e uma ou mais unidades de
acetato ou derivados deste, por biossintese mista. Sdo responsaveis pela protecdo das
plantas contra a radiacdo UV, insetos, fungos, virus e bactérias, além de controle da
acao dos hormonios vegetais. A protecdo contra a fotodestruicdo proporcionada por
esses compostos ocorre devido as suas propriedades de absorver e dissipar a energia
solar. Os flavonoides que sdo encontrados nas folhas podem ser diferentes dos
presentes nas demais partes da planta. Este metabdlito apresenta propriedades
medicinais como: anticarcinogénico, anti-inflamatorio, antialérgico, antiulcerogénico,
antitrombotica, vasoprotetora, e antivirais® 8788,

Entretanto, ainda sé@o poucas as pesquisas referentes ao conhecimento
cientifico de compostos bioativos produzidos pelas espécies vegetais, 0 bioma cerrado
brasileiro € um exemplo, embora exista uma utilizacdo em ampla escala de plantas
medicinais pelo conhecimento popular, ainda existem lacunas no campo cientifico o
que torna importante o aprofundamento em estudos®. Um exemplo disso sdo as

plantas conhecidas popularmente como gabirobeira e jatoba.
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4.1. Campomanesia spp.

As plantas conhecidas popularmente como gabiroba, gabiroba-do-mato,
ou guavira pertencem a espécies do género Campomanesia (familia Myrtaceae) e
compreendem mais de 30 espécies, das quais 24 ocorrem no Brasil*®. S&o subarbustos
a arbustos deciduos, apresentando altura de 0,5 a 1,5 m, encontrados com grande
abundancia na regido do Cerrado. O florescimento ocorre geralmente de agosto a
outubro, e a frutificagdo de novembro a dezembro. As flores sdo brancas e solitarias.
Os frutos exalam aroma agradavel e citrico, possuem formato redondo e coloragao que

varia do verde escuro ao verde claro e amarelo®® (Figura 6).

FIGURA 6 - A) frutos de gabiroba (Campomanesia adamantium); B) flor da
gabirobeira; C) gabirobeira.
Fonte: arquivo pessoal

Na medicina popular as cascas e folhas das espécies de Campomanesia, sao
preparadas por infusdo e utilizadas como depurativo, antidiarreico, antirreumatico,

antiinflamatdrio, antipirético, antisséptico das vias urinarias, no tratamento de
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diabetes, de problemas estomacais e para reducdo dos niveis sanguineos de
CO|eSterO|92‘93’94’95‘96’97.

Estudos realizados com extratos bioativos de frutos de C. pubescens mostraram
seu efeito citotdxico in vitro nas células cancerosas humanas U251 (glioma), UACC-
62 (melanoma), MCF-7 (mama), NC1-ADR/RES (ovario resistente), 786,0 (rim),
NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células), PC-3 (prostata), OVCAR-3 (ovario),
HT-29 (cblon), K562 (leucemia) e em VERO (linhagem celular ndo cancerigena,
epitelial de rim de macaco verde). O extrato hexanico e os compostos isolados de
chalconas 1e 2 monstraram efeito antiproliferativo potente contra linhagens de células
cancerosas com valores de inibicéo de crescimento total (TGI) menores do que aqueles
observados na linhagem celular controle. A atividade mais elevada das chalconas 1e 2
foi detectada nas células MCF-7, PC-3 e HT-29%,

Estudos confirmaram que os extratos de folhas e frutos de C. xanthocarpa
possuem amplo espectro de efeitos terapéuticos, incluindo: propriedades
antioxidantes®, efeitos antibacterianos'®, efeitos antiulcerogénicos'®, efeitos
antidiabéticos'®, reducéo dos niveis de colesterol*®® e obesidade!®*. No entanto, a
maioria dos estudos anteriores focou apenas na baixa massa molar compostos e 0s
beneficios de salde acima mencionados foram atribuidos a presenca de vitaminas
(principalmente &cido ascorbico), flavonoides, 6leos volateis, carotenoides e fendlicos
compostos Um estudo mais profundo foi realizado com o isolamento da pectina do
extrato bruto de frutos da C. Xanthocarpa, e mesmo em pequena quantidade as
pectinas purificadas apresentaram efeito citotoxico sobre a linhagem de
Glioblastomal®®1%,

Pesquisas com o Oleo essencial e o extrato bruto das folhas de outra
espécie, a C. phaea, contra bactérias e fungos como o Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, demonstraram que o Gleo teve acéo
inibitdria para S. aureus, C. albicans e A. niger, e o0 extrato bruto inibiu o crescimento
de P. aeruginosa®. A extracdo com acetona 80% em frutos da C. cambessedeaba,
apresentou atividade antiproliferativa em células tumorais hepéticas (HepG2)%'.

A partir da investigagdo quimica do extrato metanodlico das sementes de
Campomanesia lineatifolia, foram isolados trés pigmentos do tipo B-tricetonas. Estes
pigmentos apresentaram atividade antimicrobiana frente aos microorganismos:
Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Seraatia marcescens,

Pseudomonas aeruginosas, Candida albicans, Streptococcus faecalis!®®,
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Na medicina tradicional as folhas e frutas de C. adamantium sdo usados
como antiinflamatorio, antidiarreico e sdo eficazes contra doencas infecciosas
urinarias, e as raizes sio utilizadas no tratamento do diabetes®®.

Vallilo e colaboradores (2006)% em pesquisa com frutos da C. adamantium
demonstraram o potencial no tratamento de cancer de prdstata, pancreas e mama,
decorrente da presenca do D-limonemo. Outros estudos ainda relatam eficacia como
antimicrobianos®1%°, antiproliferatival!®'!, antiinflamatdrio, antidepressivo, anti-
hiperalgésico, e atividades antidiarréicas dos frutos!*2'3, Uma pesquisa com os 6leos
essenciais das sementes e frutos demonstraram atividade anticeptiva e
antiinfamatorial’®. As raizes exibem atividades antioxidantes e efeitos anti-
hiperlipidémicost®®. O éleo essencial das folhas apresentam atividade antimicrobiana
e propriedades antioxidante!!® Os extratos foliares apresentam propriedades
antiinflamatdrias, antinociceptivo'!’, antioxidante!'®!1® e atividade antiproliferativa
contra as células cancerigenas da préstata diminuiu a expressdo de NFKkB1 e inducdo
de apoptose!'®, Extratos aquosos das folhas e raizes de C. adamantium causaram
citotoxicidade dependente da concentracdo em ceélulas Jurkat (linfoma das células
)i,

4.2. Hymenaea spp.

As espécies do género Hymenaea sdo conhecidas popularmente como
“jatobas” e ocorrem na Floresta Amazonica, Caatinga, Cerrado, Floresta Atlantica e
Pantanal. O género Hymenaea é representado por 12 espécies no Brasil, podemos citar
como exemplos a Hymenaea aurea, H. courbaril, H. intermedia, H. maranhensis, H.
stigonocarpa e H. martiana Hayme °,

As arvores de “jatobas” possuem troncos retos e cilindricos, de suber liso
e de coloracdo cinza. A floracdo e a frutificagdo iniciam entre oito e doze anos de idade
da planta, o fruto possui forma de legume unicarpelar e apresenta sabor adocicado,
aspecto farindceo, e apresenta alto valo nutritivo para alimentacdo humana e
animal'?12!, paes et al.!?? relatam que as espécies desse género tém elevado valor
econémico, devido a alta resisténcia ao ataque de insetos e fungos que costumam

destruir a madeira (Figura 7).
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do jatobé;C) Folhas de
Hymenaea spp.; D) frutos de Hymenaea spp.; F) flores de Hymenaea spp.
FONTE: www.taodocerrado.eco.br

As plantas do género Hymenaea sdo utilizadas como medicinais no
tratamento de processos inflamatdrios e infecgdes bacterianas!?®. Estudo realizado por
Souza et al.!?* (2009) demonstrou atividade antifiingica e antimicrobiana. Outras
pesquisas apresentaram atividade antibacteriana'®* larvicida®?®; antimicrobiana®?;
antinflamatorio e antioxidante'?312 | tratamento de diabéticos'®. A maioria dos usos
tradicionais de Hymenaea spp. foram substanciadas por estudos farmacoldgicos. A
literatura revelou que Hymenaea spp. apresenta atividades bioldgicas, incluindo
antibacteriano™®-132133  antidiarreico'®®,  antiflingico®®,  antiinflamat6rio'®,
antileishmanial®®®, antinociceptivo'®’, antioxidante?®138:139.140 " antiplasmodial'*,
antiproliferativo'#2143144 antiulcera®®, antiviral**, hepatoprotetor*’, larvicida'?®8 ¢

atividades miorelaxantes'*®, antimicrobiana®®®1°1:152,

5. OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo investigar a acdo do extrato etandlico
bruto das folhas de Campomanesia adamantium e Hymenaea martiana Hayne, em

células de osteossarcoma canino (D17) e células endoteliais de veia umbilical humana


http://www.taodocerrado.eco.br/
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(HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo. Considerando o potencial terapéutico dos

géneros Campomanesia e Hymenaea.

5.1. Objetivos especificos

e Avaliar a agdo do extrato de Campomanesia adamantium em células de
osteossarcoma canino de cultura estabelecida.

e Avaliar a acdo do extrato Campomanesia adamantium em celulas endoteliais de
veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo por perdxido
de hidrogénio

e Avaliar a acdo do extrato de Hymenaea martiana Hayne em células de
osteossarcoma canino de cultura estabelecida.

e Avaliar a acdo do extrato e Hymenaea martiana Hayne em células endoteliais
de veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse oxidativo por

perdéxido de hidrogénio
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CAPITULO 2 - BIOATIVIDADE DAS FOLHAS DE GABIROBEIRA
(Campomanesia adamantium) EM CELULAS DE OSTEOSSARCOMA
CANINO E CELULAS ENDOTELIAIS DE VEIAS DE CORDAO UMBILICAL
HUMANO IN VITRO

RESUMO

O cancer acomete tanto caes de ragas puras, quanto mesticos, e € um problema comum.
O osteossarcoma canino € um tipo de tumor agressivo, tanto localmente como
sistemicamente, devido ao desenvolvimento de metastase. A busca por novos
medicamentos é importante pois ainda ndo ha um tratamento efetivo que seja seletivo.
O objetivo deste estudo foi verificar a bioatividade das folhas de Campomanesia
adamantium sobre células de Osteossarcoma Canino (OC) de cultura estabelecida e
ceélulas endoteliais humanas submetidas a estresse oxidativo. As células OC foram
cultivadas e submetidas ao tratamento com o extrato, de acordo com diferentes
concentragdes (1 pg/mL, 10 pg/mL, 100 pg/mL, 1000 pg/mL) e tempos de exposigéo
(24h, 48h e 72h). As células endoteliais foram submetidas ao estresse oxidativo com
peréxido de hidrogénio e tratadas com o extrato nas mesmas concentracdes que
osteossarcoma por 24 h. Os resultados foram obtidos por meio da andlise da
viabilidade celular e citotoxicidade pelo método de reducdo do tetrazélio (MTT). Os
efeitos do extrato de folhas de C. adamantium sobre células de osteossarcoma canino
de cultura estabelecida, apresentou aumento da viabilidade celular com o aumento do
tempo de exposicdo ao extrato, e foi possivel demonstrar que o extrato tem pouca acao
citotoxica. Aumento da atividade proliferativa foi maior no tempo de exposicéo 72
horas, tanto nas células de osteossarcoma como nas células endoteliais. Nas células
endotelias ndo houve nenhuma atividade citotdxica.

Palavras-chave: cultivo celular, D17, tumores 6sseos, plantas do cerrado.
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CHAPTER 2 - BIOACTIVITY OF GABIROBEIRA (Campomanesia
adamantium) LEAVES IN CANINE OSTEOSSARCOM CELLS AND IN VITRO
HUMAN UMBILICAL CORD VENEUS CELLS

ABSTRACT

Cancer affects both purebred and crossbred dogs, and is a common problem. Canine
osteosarcoma is an aggressive type of tumor, both locally and systemically, due to the
development of metastasis. The search for new drugs is important because there is still
no effective treatment that is selective. The aim of this study was to verify the
bioactivity of Campomanesia adamantium leaves on Canine Osteosarcoma (OC) cells
from established culture and human endothelial cells subjected to oxidative stress. OC
cells were cultured and subjected to treatment with the extract, according to different
concentrations (1 pg / mL, 10 pug / mL, 100 pg / mL, 1000 pug / mL) and exposure
times (24h, 48h and 72h). Endothelial cells were subjected to oxidative stress with
hydrogen peroxide and treated with the extract in the same concentrations as
osteosarcoma for 24 h. The results were obtained by analyzing cell viability and
cytotoxicity using the tetrazolium reduction method (MTT). The effects of the leaf
extract of C. adamantium on canine osteosarcoma cells of established culture, showed
an increase in cell viability with the increase in the time of exposure to the extract, and
it was possible to demonstrate that the extract has little cytotoxic action. Increased
proliferative activity was greater in the 72 hour exposure time, both in osteosarcoma

cells and in endothelial cells. In the endothelial cells there was no cytotoxic activity

Keywords: bone tumors, cell culture, cerrado plants, D 17.
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1. INTRODUCAO

O estado de Goias possui um bioma com potencial terapéutico vegetal de
grande importancia. O Cerrado é a principal vegetacdo nativa do centro oeste e ocupa
cerca de dois milhdes de quilébmetros quadrados. Representa 23% do territdrio
brasileiro, aproximadamente 40% de suas plantas de caracteristicas endémicas. A area
apresenta fragilidade, pois tem sido devastada progressivamente nos ultimos anos,
principalmente para ser substituida por pastagens artificiais, monocultura de gréos e
silviculturas de Eucalyptus spp. e Pinus spp., em um ritmo que podera extinguir o
bioma até 2030%3. Essa situagdo preocupante poderd apresentar como uma das
consequéncias a perda do potencial terapéutico de sua biodiversidade vegetal, muito
utilizado pela sabedoria popular e pouco explorado no meio cientifico®, como € o caso
das plantas do género Campomanesia.

Estudos realizados com extratos bioativos de frutos de C. pubescens
mostraram seu efeito citotoxico in vitro nas células cancerosas humanas U251
(glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NC1-ADR/RES (ovério resistente),
786,0 (rim), NCI-H460 (pulmdo, tipo ndo pequenas ceélulas), PC-3 (préstata),
OVCAR-3 (ovario), HT-29 (c6lon), K562 (leucemia) e em VERO (linhagem celular
ndo cancerigena, epitelial de rim de macaco verde). O extrato hexanico e 0s compostos
isolados de chalconas 1 e 2 demonstraram efeito antiproliferativo potente contra
linhagens de células cancerosas com valores de inibicdo de crescimento total (TGI)
menores do que aqueles observados na linhagem celular controle. A atividade mais
elevada das chalconas 1 e 2 foi detectada nas células MCF-7, PC-3 e HT-29%,

Diversos tipos de cancer estdo geralmente expostos a condigcdes de
instabilidade no metabolismo oxidativo, entre outros fatores ambientais®. O estresse
oxidativo é definido como o desequilibrio grave entre as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e 0 sistema oxidante®. O osteossarcoma corresponde a 6% das neoplasias e €
o tumor 6sseo maligno primario mais comum encontrado em caes, representando mais
de 80% de incidéncia>’8. No tratamento, a amputacio ajuda a amenizar a dor, porém
sem a funcdo de prolongar a vida dos caes, pois frequentemente a neoplasia evolui
para metastase. Desta forma, é necessario o estabelecimento de um programa agressivo
de quimioterapia simples ou combinada, além da utilizacdo da imunoterapia e

radioterapia, quando possivel®.
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As drogas mais utilizadas para quimioterapia incluem a carboplatina,
cisplatina e doxorrubicina, essas drogas associadas aos procedimentos cirlrgicos
reduzem a ocorréncia de metastases, mas varios sdo o0s efeitos toxicos dos
medicamentos utilizados®. Nesse sentido, diversos centros de exceléncia em pesquisa
tém buscado o desenvolvimento de novos quimioterapicos a partir de plantast2,

Os estudos experimentais podem ser realizados em testes in vitro, com
utilizacdo de linhagens de células neoplésicas, para avaliar extratos e substancias puras
isoladas. Sendo assim, os ensaios bioldgicos para investigacao de possiveis atividades,
que sdo ou ndo atribuidas a vérias espécies vegetais, tornam-se importantes e até
mesmo um instrumento essencial para seguimento de estudos visando a busca por
substancias bioativas 2.

O presente estudo teve por objetivo investigar a acdo do extrato etanolico
bruto das folhas de C. adamantium, em células de osteossarcoma canino (D17) e
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse

oxidativo. Considerando o potencial anticancerigeno do género Campomanesia.

2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério Multiusuario de Avaliacdo de
Moléculas, Células e Tecidos, na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade

Federal de Goiaés.

2.1. Material botanico e obtencéo do extrato

O extrato etandlico bruto das folhas da gabirobeira (EBFG) foi obtido a partir
de folhas secas e fragmentadas da C. adamantium, através do método de extracao por
maceracdo. As folhas foram coletadas no inicio do més dezembro, no periodo de
frutificacéo (vegetativo) da planta, na regido de mata, dentro da Universidade Federal
de Goias, Campus Jatai (UFG) (S 16° 17’ 26.6”, W 048° 57’ 21.1”) e identificado pela
Prof?. Dr2. Luzia Francisca de Souza.

As folhas foram lavadas e secas em estufa a 35°C por sete dias, a fim de
eliminar a umidade e estabilizar o conteddo enzimatico. Posteriormente, foram
trituradas em moinho elétrico de facas. A extracdo do extrato ocorreu por meio da

maceracdo do material vegetal em alcool absoluto, na proporcdo de 2.200mL de



44

alcool/480g de po, durante 72 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o extrato foi
filtrado e concentrado em rota-vapor (Modelo Ika-Werk) a uma temperatura constante
de 45°C.

2.2. Cultivo celular

As células de Osteossarcoma (D-17, BCRJ 0276, Lote 000573, Passagem 239,
Espécie Canis familiaris) e as células endoteliais (EA. Hy 926, BCRJ 0345, Lote
001100) originarias da ATCC (American Type Culture Collection -Manassas, VA,
USA) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ —Rio de Janeiro,
Brasil). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modificado de Eagle
(DMEM) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e
estreptomicina (10.000 U.l./ml -10 mg/ml), anfotericina B e L glutamina (todos os
reagentes da Cultilab, Campinas, Brasil) e mantidas em incubadora umidificada a 37°C
com uma atmosfera de 5% de CO2, de acordo com adaptacdo de YU et al.}* e Manea

etal.l®

2.3. Delineamento experimental

Os ensaios foram realizados em quintuplicata, com 3 experimentos
independentes. Apos a etapa de cultivo, as células foram quantificadas na camara de
Neubauer e semeadas em placas de 96 pocos contendo 200uL de meio DMEM, na
concentracédo de 1x104 por pogo, respectivamente, para o ensaio da viabilidade celular
pelo método de reducdo do tetrazolio [MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-diphnyl-
2H-tetrazolio]. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de
5% de CO2, por 24 horas.

Em seguida, o meio foi desprezado e 0s pogos tratados ou ndo com o extrato
das folhas da gabirobeira (EBFG), por 24 (G24), 48 (G48) e 72 horas (G72), nas
concentragdes de 1uL/mL, 10uL/mL, 100uL/mL e 1000puL/mL. O grupo controle
(GC) negativo, foi tratado unicamente com dimetilsulféxido (DMSO, Cultilab,
Campinas, Brasil), com a finalidade de verificar se a viabilidade presente nos grupos
tratados com os extratos é decorrente unicamente ao efeito desses, uma vez que 0s

extratos séo diluidos no DMSO. Os pocos foram tratados de forma aleatoria (Figural).
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FIGURA 01 - Distribuicdo aleatorio do tratamento de células de
Osteossarcoma canino em placa de 96 pogos. Em
amarelo, controle sem DMSO; em vermelho, controle
com DMSO (0,3 pL/mL); em verde, tratamento 1 (0,1
puL/mL); em azul, tratamento 2 (10pg/mL); em roxo,
tratamento 3 (100 pg/mL); em marrom, tratamento 4
(1000pg/mL).

Ao término do periodo de tratamento, o meio foi descartado e foi adicionado
10ul de tetrazolio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazélio) em
cada poco. As placas foram incubadas por trés horas. A fim de parar a reacéo,
acrescentou-se 50l de sodium dodecyl sulfato (SDS — Vivantis Biochemical) a 10%
diluido em HCI (0,01N) por poco e as placas permaneceram incubadas por 24 horas
em temperatura ambiente.

O ensaio de estresse oxidativo, da mesma forma, foi realizado em trés
experimentos independentes e o tratamento em quintuplicata, as células foram
semeadas em placas de 96 pogos contendo 200uL. de meio DMEM, na concentragdo
de 1x104 por pogo. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera
de 5% de CO2, por 24 horas. Apos as 24 horas o meio foi descartado e 200 puL da
solucdo previamente preparada de Perdxido de hidrogénio a 1%, foi colocada em cada
poco. Nessa fase do experimento a luz do fluxo e da sala foram apagadas para evitar a
oxidacgéo da solugdo. Apds o tratamento de todos os pocos, a placa foi envolvida em
papel aluminio e colocada novamente na incubadora. Apds 6 horas foi iniciado o
protocolo padrdo do MTT, onde o meio foi descartado e foi adicionado 10 pl de
tetrazolio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetraz6lio) em cada pogo.
As placas foram incubadas por trés horas. A fim de interromper a reacdo, acrescentou-

se 50ul de sodium dodecyl sulfato (SDS — Vivantis Biochemical) a 10% diluido em
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HCI (0,01N) por poco e as placas permaneceram incubadas por 24 horas em
temperatura ambiente.

A densidade o&ptica foi quantificada em espectofotbmetro (Awareness
Technology Ine/ Stat Fax 2100, 425nm - 540nm, Palm City, FL, USA). Os resultados
obtidos do espectrofotdmetro foram transformados em porcentagens para analise,
através das equacdes seguintes:

Analise de variancia e teste de Tukey (5% de significancia) para comparar
médias de viabilidade celular (%).
A citotoxidade foi determinada pela seguinte equacao:
% CT =100 - [(abs tratamento / abs controle) x 100]
na qual, CT ¢ a citotoxicidade; e abs é a absorbancia.
A viabilidade celular foi determinada pela seguinte equacéo:
% VC= (abs tratamento / abs controle) x 100

na qual, VC é a viabilidade celular; e abs é a absorbancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O efeito do extrato bruto de folhas da Campomanesia adamantium em células
de osteossarcoma in vitro encontra-se tabela 1. Nas dosagens 1puL/mL ¢ 100uL/mL,
guanto maior o tempo de exposi¢do, maior foi a viabilidade celular. A dosagem de
10uL/mL apresentou um aumento no G48 e teve uma leve queda em G72. A maior
dosagem, 1000puL/mL, teve menor viabilidade em G48 e um aumento progressivo em
G72 e, foi também, a dosagem que apresentou o maior efeito citotoxico deste estudo,
que ocorreu em G48. Na tabela 1 ainda é possivel observar a percentagem média
relativa dos tratamentos em relacéo ao controle negativo, pelo teste Tukey ndo houve
diferenca significativa na viabilidade celular.
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TABELA 1 - Viabilidade celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo, por concentracgéo,
tempo de exposicao e dosagem de EBFG, pelo método de redugdo do tetrazélio
(MTT). Os resultados expressos em percentagem média. Letras iguais
expressam resultados significativamente iguais (Teste Tukey).

Tempode  Pardmetro C luL/mL 10puL/mL  100pL/mL 1000 uL/Ml

exposicdo

24 HORAS VC 100%  98,36%  105,44% 92,22% 97,96%
CT - 1,68% - 7,78% 2,04%
Tukey a a a a a

48 HORAS VC 100% 110,07%  111,53% 95,72% 77,25%
CT - - - 4,28% 22,74%
Tukey a a a a a

72HORAS VC 100%  132,8%  102,96% 113,54% 110,64%
CT - - - - -
Tukey a a a a a

No estudo realizado por Silva'®, em osteossarcoma humano (MG-63), com o
mesmo extrato utilizado nesta pesquisa, também ndo foi observada acdo citotdxica
dose e tempo dependente. Em relacéo a citotoxidade os trabalhos corroboraram, o G48
com a maior dosagem foi 0 que apresentou maior acao citotoxica e a dosagem no G72
ndo teve agdo citotdxica em nenhuma das dosagens e houve um progressivo aumento
da viabilidade celular, demonstrando que a acéo citotdxica diminui com o aumento do
tempo de exposicao.

O IC50, que € a dosagem de extrato necessaria para inibir 50% da viabilidade
celular em relagé@o ao grupo controle, neste trabaho néo foi encontrado, pois houve um
aumento da viabilidade celular mesmo nas menores dosagens especialmente em
relagdo ao tempo de exposi¢do G72. Segundo Reynertson et al.t’, um valor de IC50
menor de 50 pL/mL ¢é considerado muito ativo, 50-100 pL/mL 1 moderadamente
ativo, 100200 pL/mL ligeiramente ativo e acima de 200 uL/mL estdo inativos. Em
estudo com 6leos essenciais de C. Adamantium, Alves et al.'® encontraram 1C50 de
moderadamente ativo a inativo em linhagens de células tumorais humanas:
adenocarcinoma de mama (77.2uL/mL MCF-7), adenocarcinoma cervical
(80.5uL/mL HeLa) e gliobastoma (79.9uL/mL  M059]J), além de, uma linhagem
celular humana normal de fibroblastos pulmonares (369.8uL/mL GM07492A).

Enquanto isso, Pascoal et al.°, em pesquisa com o extrato bruto de C.
adamantium, apresentaram resultados promissores frente a algumas linhagens
celulares tumorais, como ovaério resistente a multiplos farmacos (NCI/ADR-RES)
(IC50 3,28 pug/mL), ovério (IC50 OVCAR-03) (IC50 11,25 pug/mL), glioma (U251)
(IC50 22,32 pg/mL), mama (MCF-7) (IC50 28,90 pg/mL), rim (786-0) (1C50 30,26
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pg/mL), todos com agdo muito ativa. Campos et al.?% em estudo utilizando o extrato
aquoso das folhas da e raizes da mesma espécie em leucemia, constatou,
respectivamente, IC50 de 40ug/mL e 80ug/mL em células Jurkat (linfocitos T
neoplasicos).

Ramos et al.?! estudaram uma fragdo hexanica do estrato bruto de folhas de
C. adamantium, frente ao potencial citotoxico do extrato em Artemia sp., e constataram
que 0 mesmo ndo demonstrou acdo nas condicdes estudadas. O extrato aquoso das
folnas da C. adamantium, ndo apresentou efeito significativo nas celulas
mononucleares do sangue periférico. Pascoal et al.??, em estudo sobre o potencial
citotoxico das folhas e frutos de C. adamantium, com o isolamento da chalcona
cardomina, notaram a inibicdo da proliferacdo celular de céancer de prostata e
diminuicdo da expressdo de gene NFKB1, proteina chave no processo inflamatorio). O
potencial de inibicdo deste gene pode apresentar significativa contribuicdo na busca
de novos farmacos para o tratamento do cancer e inflamagao*®.

Uma consideracao relevante ao extrato da C. adamantium ¢ a relacdo entre o
material boténico utilizado e o seu potencial citotoxico. Um estudo realizado por
Oliveira et al.? avaliou a quantidade e quais Oleos essenciais as folhas de C.
adamantium possuem. Perceberam apenas dois dleos essenciais, sesquiterpeno e
espatulenol, que apresentaram moderada acdo citotdxica frente a linhagem celular
tumoral humana de carcinoma epidermdide de boca (KB)?42>26, No entanto, os 6leos
supracitados foram encontrados em baixa quantidade, atestando mais uma vez baixa
capacidade citotdxica da espécie pesquisada. Outros estudos quimicos com as folhas,
frutos e flores foram realizados e demostraram baixo rendimento de 6leos essenciais
nessa espécie?’2828,

Coutinho et al.?® realizaram pesquisa que buscou quantificar os dleos essenciais
obtidos de folhas de C. adamantium em trés diferentes épocas do ano (floracéo,
frutificacdo e periodo vegetativo). Eles associaram com a avaliacdo das atividades
antioxidantes, bem como com a variabilidade da composi¢do quimica de quatro
amostras coletadas em diferentes regides geogréaficas. Desta forma, demostraram que
a quantidade de 6leos essenciais varia de acordo com a localidade de coleta e com os
estagios que a planta passa incluindo a frutificacdo, que € o periodo que foram
coletadas as folhas para essa pesquisa®®3L.

Diante do exposto, uma possivel explicacdo para o fato observado em nosso

estudo, com relacéo a baixa eficiéncia do extrato utilizado, pode estar relacionado ao
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periodo em que ocorreu a coleta das folhas, durante a frutificacdo. Destaca-se que este
periodo foi descrito como o de menor quantidade de dleos essenciais, como
sesquiterpeno, € 0 monopertenos B-pineno a-pineno, D-limoneno, que sdo descritos
como atuante em atividades citotoxicas e antitumoral®’°,

Ademais, as flavonas e chalconas sdo metabdlitos também importantes nos
estudos citotoxicos. Coutinho et al.*?, citam que teor de flavandides nas folhas sofre
influéncia de acordo com a variacdo sazonal, isso também pode explicar a diferenca
de acdo do extrato e da quantidade de substancia em diferentes estudos. Nas suas
pesquisas com Campomanesia adamantium, Kurter & Vale®, ndo detectaram a
presenca de flavanoides no extrato das folhas. Enquanto Pascoal et al.?? encontraram
a chalcona cardamonina como metabdlito predominante em extratos das folhas
(coletadas em época de floragdo, periodo com maior presenca de metabolitos nos 6leos
essenciais) os maiores valores antiproliferativos atividade associada as folhas foi
correlacionada com as maiores concentracgao de chalconas.

Ainda pode ser citado a relacdo com a secagem das folhas, estudos recentes
demonstram que h& uma diferenca de quantidade de metabdlitos que se consegue
manter de acordo com o método de secagem das folhas. De acordo com Oliveira et
al.? as folhas perdem parte dos seus oléos essenciais inclusive sesquiterpeno e
monoterpenos durante a secagem mecanica, em relacdo ao que é encontrado nas folhas
frescas e na secagem natural a sombra, principalmente em relacdo ao D- limonemo
que é descrito como altamente citototdxico. Sendo assim a avalicdo dos metabolitos
flavonas e chalconas sdo importantes para estudos citotdxicos.

Uma provavel explicacdo para o aumento da viabilidade celular, observado
nesse estudo, seria uma possibilidade de protecdo celular exercida por meio da
atividade antioxidante. Essa propriedade ja foi observada em outras condi¢fes
experimentais?!:?2,

Para averiguar essa hipotese, células endoteliais humanas foram tratadas com
peréxido de hidrogénio (H202) para simular as lesdes e 0s mecanismos do estresse
oxidativo. Essas células foram utilizadas por ter comportamento mit6tico intenso
assim com a neoplasica, para que fosse observado se a¢ao do extrato seria somente de
protecdo a célula neoplasica.

No ensaio de submissdo ao estresse oxidativo, induzido por peroxido de
hidrogénio, em células endoteliais de veia umbilical humana, notou-se um aumento da
viabilidade dose dependente 100puL./mL e 1000uL/mL. O EBFG protegeu as células
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dos danos oxidativos (tabela 2). Esses dados sugerem que a extrato pode proteger as
células da acdo das EROS. Estudos in vitro com perédxido de hidrogénio (H202) em
células endoteliais demonstraram que ele pode induzir ao estresse oxidativo
diminuindo a viabilidade da célula causando parada do ciclo celular, inibicdo da
proliferagéo celular, e induc&o de apoptose®**>3:37, Na andlise estatistica o teste Tukey

demonstra uma diferenca estatistica a partir da dosagem 10uL/mL.

TABELA 2 — Estresse Oxidativo. Viabilidade Celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada
grupo por concentracdo, tempo de exposicdo e dosagem de EBFG. Ensaio de
viabilidade pelo método MTT em células de osteossarcoma submetidas ao
estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio. Os resultados
expressos em percentagem média. Letras iguais expressam resultados
significativamente iguais (Teste Tukey).

Tempo de Pardmetro C luL/mL  10pL/mL  100puL/mL  1000uL/mL
exposicéo
24 HORAS VC 100% 100% 100% 125% 250%
CT - - - - -
Tukey b b a a a

Este estudo com H202, vem confirmar a atividade antioxidante da espécie,
outrora descrita por outros autores. Nas folhas?:?22%32 em extratos etanolicos a 70%
da polpa e da casca/semente da C. adamantium houve efeito protetor na viabilidade de
células hepéaticas HepG2 induzidas por CCIl439, as raizes exibiram atividade
antioxidante®.

O extrato pesquisado, além de ndo apresentar efeito citotoxico significativo,
ainda aumentou a viabilidade celular de forma dose dependente. Os dados sugerem
uma dupla interpretacdo, ja que o aumento da viabilidade em células neoplésicas
poderia estar relacionado com a possibilidade de indugdo de mitose, 0 que seria
indesejavel. No entanto, 0 aumento da viabilidade em células endoteliais, submetidas
ao estresse oxidativo, pode estar relacionado com um efeito protetor, possivelmente
ligado a uma acdo antioxidante, o que seria hipoteticamente promissor. Frente ao
exposto, percebeu-se que existe um vasto campo de descobertas sobre a
Campomanesia adamantium, como a avaliacdo dos genes envolvidos na progressao

do ciclo celular, bem como das proteinas relacionadas com a formagao dos pontos de
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checagem no processo da divisdo celular. O que pode sugerir a possibilidade de

projetos futuros.
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4. CONCLUSAO
O extrato de folhas de C. adamantium aumenta a viabilidade e ndo
apresenta acdo citotoxica nas células de osteossarcoma canino e nas células endoteliais

sob estresse oxidativo.
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CAPITULO 3 - EXTRATO DAS FOLHAS JATOBA (Hymenaea martiana
Hayne) AUMENTA A VIABILIDADE CELULAR EM CELULAS DE
OSTEOSSARCOMA CANINO E CELULAS ENDOTELIAIS DE VEIAS DE
CORDAO UMBILICAL HUMANO IN VITRO

RESUMO

As plantas do género Hymenaea séo conhecidas pela grande quantidade de compostos
fenolicos e flavanoides. Compostos bioativos sdo substancias que possuem capacidade
de trazer efeitos benéficos a salde, auxiliando o sistema metabdlico e reduzir o estresse
oxidativo e a incidéncia de doencas como por exemplo o cancer. O osteossarcoma
canino é um tumor agressivo, quase sempre evoluindo para metéstase e tem sobrevida
do paciente muito curta. O presente estudo teve por objetivo investigar a acdo do
extrato etandlico bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, em células de
osteossarcoma canino (D17) e células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC)
submetidas ao estresse oxidativo. Os resultados foram obtidos por meio da anélise da
viabilidade celular e citotoxicidade pelo método de reducdo do tetrazolio (MTT). O
efeito do extrato bruto de folhas Hymenaea martiana Hayne em células de
osteossarcoma in vitro nas dosagens 10uLL/mL promoveu acédo citotoxica dose e tempo
dependente. Ja na dosagem de 100ul/mL, houve aumento progressivo da viabilidade,
até 24 horas expostas ao tratamento, seguido de uma queda na viabilidade e agéo
citotoxica em 72 horas de exposi¢cdo. Em 1000uL/mL, 2000 pL/mL, ¢ 5000 puL/mL
houve aumento da viabilidade dose e tempo dependente, quanto maior o tempo de
exposicao, maior foi a viabilidade celular. Por outro lado, nas células de veia umbilical
humana, que em condi¢des normais apresentam multiplicacdo celular semelhante a
observada nas células neoplésicas, ao serem submetidas ao estresse oxidativo,
apresentaram aumento da viabilidade nos grupos tratados com doses maiores de
extrato. Neste caso o extrato promoveu multiplicacdo celular benéfica, pois é possivel
que tenha protegido as células dos danos oxidativos.

Palavras-chave: cancer, citotoxidade, cultivo celular, HUVEC, neoplasia 0ssea.
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ABSTRACT

Popularly known as jatob4, the species Hymenaea martiana Hayne is a typical tree of
the cerrado and caatinga biomes. The genus Hymenaea is known for the large amount
of phenolic compounds and flavanoids. Bioactive compounds are substances that have
the ability to bring beneficial health effects, helping the metabolic system and reducing
oxidative stress and the incidence of diseases such as cancer. The search for new
sources of natural compounds with biological activity has great relevance for the
discovery of new drugs to treat cancer. Canine osteosarcoma is an aggressive tumor,
almost always progressing to metastasis and has very short patient survival. The
present study aimed to investigate the action of the crude ethanolic extract of the leaves
of Hymenaea martiana Hayne, on canine osteosarcoma cells (D17) and human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) submitted to oxidative stress. The effect of
the crude leaf extract Hymenaea martiana Hayne on osteosarcoma cells in vitro at
10uL / mL dosages had a dose-dependent and time-dependent cytotoxic action. At the
dosage of 100uL / mL, there was a progressive increase in viability up to 24 hours
exposed to treatment, followed by a drop in viability and cytotoxic action in 72 hours
of exposure. In 1000uL / mL, 2000 puL / mL, and 5000 pL / mL, there was an increase
in dose viability and time dependent, the longer the exposure time, the greater the cell
viability. On the other hand, in human umbilical vein cells, which under normal
conditions have cell multiplication similar to that observed in neoplastic cells, when
subjected to oxidative stress, showed increased viability in groups treated with higher
doses of extract. In this case, the extract promoted beneficial cell multiplication, as it
is possible that it protected the cells from oxidative damage.

Key words: HUVEC, bone neoplasia, cell culture, cytotoxicity, cancer.



59

1. INTRODUCAO

O Brasil possui cinco biomas com grande abundancia de plantas nativas,
entre eles esta o bioma Cerrado?, que é considerado um hotspot mundial, ou seja, ele
é uma éarea prioritaria de conservacdo da biodiversidade?. O Cerrado vem sendo
destruido por causa da intensa implantacao de pastagens e plantacdo de grdos podendo
ser completamente extinto até 20303, Isso é preocupante pois grande parte do potencial
terapéutico podera ser perdido, por este motivo pesquisas devem ser incentivada,
buscando a descoberta de novas fontes de flavondides, que podem proporcionar varios
beneficios a salde humana. e a possibilidade de desenvolvimento de novos
medicamentos pela industria farmacéutica®.

Entre os desafios para determinar do efeito farmacol6gico de um extrato, esta
a elucidagdo de compostos ativos. As plantas possuem inimeros constituintes em seus
extratos. Quando testados estes compostos podem apresentar efeitos sinérgicos ou
antagoénicos, esses efeitos podem ocorrer devido a presenca de inumeros e diferentes
compostos quimicos presentes nesse extrato®.

Conhecida popularmente com jatoba ou jatoba-do-mato a espécie Hymenaea
martiana Hayne é uma arvore tipica dos biomas cerrado e caatinga, sendo essa espécie
um dos representantes utilizados na medicina popular, assim como os de outras
espécies género®’®. O género Hymenaea é conhecida pela grande quantidade de
compostos fendlicos e flavanoides estdo amplamente distribuidos nas folhas, sementes,
cascas e flores das plantas®*®. Compostos bioativos sdo substancias que possuem
capacidade de trazer efeitos benéficos a salde, auxiliando o sistema metabdlico e
reduzir o estresse oxidativo e a incidéncia de doengas como por exemplo o cancer™®.

As plantas do género Hymenaea sdo utilizadas como medicinais no
tratamento de processos inflamatorios e infeccdes bacterianas®!. Estudo realizado por
Souza et al.'> (2009) demonstrou atividade antifingica e antimicrobiana. Outras
pesquisas apresentaram atividade antibacteriana'®; larvicida*; antimicrobiana®®;
antinflamatdrio e antioxidante'®’ tratamento de diabéticos'®. A maioria dos usos
tradicionais de Hymenaea spp. foram substanciadas por estudos farmacoldgicos. A
literatura revelou que Hymenaea spp. apresenta atividades bioldgicas, incluindo
antibacteriano®2%21: antidiarréico??, antifangico?®, antiinflamatorio?,

antileishmanial®®, antinociceptivo®®, antioxidante ' 2627 28 antiplasmodial®,
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antiulcera®, antiviral®!, hepatoprotetor®!, larvicidal**? e atividades miorelaxantes®,
antimicrobiana®*3>3% e antiproliferativo em células cancerigenas'#3/:3,

O osteossarcoma (OSA) canino é a cancer primario mais comum em cées,
expressando cerca de 80% das neoplasias que originam nos 0ssos**4%4!, Este tipo de
tumor é agressivo nos cdes, tanto localmente, quanto sistematicamente, por causa do
desenvolvimento de metastase. Apesar dos avangos cientificos relacionados aos
diversos tipos de terapia, o prognéstico para OSA é ruim*!, com uma sobrevida média
que vai de trés meses a um ano, sendo que menos que 20% dos cées sobreviverdo por
mais que dois anos a partir do diagndstico®.

A busca de novos medicamentos é importante e cada vez mais intensa, pois
ainda ndo ha um tratamento efetivo que seja seletivo. E necessario inovar nas
estratégias de impedimento do avanco do cancer, por meio da selecdo de moléculas
que possuam mecanismo especifico para cada tipo de neoplasia®.

Compostos bioativos sdo substancias que possuem capacidade de trazer
efeitos benéficos a salde, auxiliando o sistema metabolico e reduzir o estresse
oxidativo e a incidéncia de doencas como por exemplo o cancer*. A pesquisa por novas
fontes de compostos naturais com atividade bioldgica, apresenta grande relevancia
para a descoberta de novas drogas para tratamento do cancer, pois as drogas utilizadas
atualmente sdo agressivas e apresentam efeitos adversos as células normais do
corpo*46,

O presente estudo teve por objetivo investigar a acdo do extrato etandlico
bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, em células de osteossarcoma canino
(D17) e células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) submetidas ao estresse

oxidativo.

3. METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio Multiusuario de Avaliacdo de
Moléculas, Células e Tecidos, na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade

Federal de Goias.
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2.1. Material botanico e obtencéo do extrato

A coleta das folhas foi feita de um exemplar, depositado no herbario Vale
do S&o Francisco identificado como exsicata da planta 21868. Produgéo do extrato
etandlico bruto da folha da Hymenaea martiana Hayne foi realizada seguindo o
método de Peixoto et al.*’, com uma pequena adaptago, apds a coleta das folhas, elas
permaneceram sete dias em estufa com circulagéo de ar a 45°C, para depois passar pelo
processo de maceracao.

O extrato foi analisado por dois métodos, analise por HPLC-DAD e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, CLAE-DAD. Na analise por HPLC-DAD, o
extrato das folhas de Hymenaea martiana Hayne foi extraido em SPE C-18 (Extracao
em fase solida). O cartucho foi ativado previamente utilizando 10mL de metanol e
10mL de &gua ultrapura. Foi solubilizado 100mg do extrato em 500ulL de agua
acidificada (pH=2 com HCI) e 500uL de MeOH. Em seguida a aplicacdo do extrato
no cartucho, foram adicionados 10mL de agua ultrapura e logo apds a fracdo com os
compostos organicos foi eluida com 10mL de metanol. Esta fracdo metandlica foi
analisada por CLAE-DAD.

A analise por CLAE-DAD foi realizada através um cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia da Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector de arranjo de
diodo (SPDM20), injetor automatico SIL-20AC, forno CTO-20A e degaseificador
DGU-20A5. A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna Luna C-18
(250mm x 4,6mm x 5um, Phenomenex). Foi utilizada como fase movel a mistura de
H20O: acido férmico (99:1, Solvente A) e metanol (Solvente B), com sistema de
eluicdo: 0-10min, 90-100% de B, 10-30min, 100% de B fluxo de 1,0mL/minuto,
temperatura de 35°C e para monitoramento foi utilizado o comprimento de onda de
320nm. Para a filtracdo das amostras foram utilizados filtros de nylon (Whatman)

0,45um. Todos os solventes utilizados foram grau HPLC.

2.2. Cultivo celular

As células de osteossarcoma osteogénico metastatico canino (D-17, BCRJ
0276, Lote 000573, Passagem 239, Espécie Canis familiaris) e as células endoteliais
de veia umbilical humana (EA. Hy 926, BCRJ 0345, Lote 001100) originarias da
ATCC (American Type Culture Collection -Manassas, VA, USA) foram adquiridas
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do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ —Rio de Janeiro, Brasil). As células
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modificado de Eagle (DMEM)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina (10.000
U.l./ml -10 mg/ml), anfotericina B e L glutamina (todos os reagentes da Cultilab,
Campinas, Brasil)e mantidas em incubadora umidificada a 37°C com uma atmosfera

de 5% de CO2, de acordo com adaptagdo de YU et al.*®e Mane a et al*®.

2.3. Delineamento experimental

Foram realizados ensaios em quintuplicata, com 3 experimentos
independentes. As células de osteossarcoma foram semeadas em placas de meio de
cultura de 96 pocos. Ao término da etapa de cultivo, as células foram quantificadas na
camara de Neubauer e semeadas em placas de 96 pogos contendo 200uL de meio
DMEM, na concentragio de 1x10* por pogo, respectivamente, para o ensaio da
viabilidade celular pelo método de reducdo do tetrazélio [MTT (3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-diphnyl-2H-tetrazolio]. A placa foi mantida em incubadora umidificada a
37°C e atmosfera de 5% de COg, por 24 horas.

Depois, 0 meio foi desprezado e 0s pocos tratados ou ndo com o extrato
das folhas de jatoba (EBFJ), por 24 (G24), 48 (G48) e 72 horas (G72), nas
concentragdes de 10uL/mL, 100uL/mL, 1000uL/mL, 2000puL/mL e 5000uL/mL. O
grupo controle (GC) negativo, foi tratado unicamente com dimetilsulfoxido (DMSO,
Cultilab, Campinas, Brasil), com a finalidade de verificar se a viabilidade presente nos
grupos tratados com os extratos é decorrente unicamente ao efeito desses, uma vez que
os extratos sdo diluidos no DMSO. Os pocos foram tratados de forma aleatoria
(Figural).
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FIGURA 01 - Distribuicdo aleatdrio do tratamento de células
de Osteossarcoma canino em placa de 96
pocos. Em amarelo, controle com DMSO

(0,3pg/mL); em vermelho, tratamento
10pug/mL);  em  verde tratamento 2
(100pg/mL) em azul, tratamento 3

(1000ug/mL); em roxo, tratamento 4 (1000
Mg/mL); em  marrom, tratamento 5
(5000ug/mL).

Ap0s o periodo de tratamento, o meio foi descartado e foi adicionado 10pul
de tetrazélio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetraz6lio) em cada
poco. As placas foram incubadas por trés horas. A fim de parar a reacdo, acrescentou-
se 50ul de sodium dodecyl sulfato (SDS — Vivantis Biochemical) a 10% diluido em
HCI (0,01N) por poco e as placas permaneceram incubadas por 24 horas em
temperatura ambiente.

O ensaio de estresse oxidativo da mesma forma, foi realizado tratamentos
em quintuplicata em trés experimentos independentes, as células foram semeadas em
placas de 96 pogos contendo 200uL de meio DMEM, na concentragdo de 1x10* por
poco. A placa foi mantida em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de
COo, por 24 horas. Ap6s as 24 horas o meio foi descartado e 200 uL da solucéao
previamente preparada de Perdxido de hidrogénio a 1%, foi colocada em cada pogo.
Nessa fase do experimento a luz do fluxo e da sala foram apagadas para evitar a
oxidacdo da solucdo. Apds o tratamento de todos 0s pocos, a placa foi envolvida em
papel aluminio e colocada novamente na incubadora. Apds 6 horas foi iniciado o
protocolo padrdo do MTT, onde 0 meio foi descartado e foi adicionado 10 pl de
tetrazolio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetraz6lio) em cada pogo.

As placas foram incubadas por trés horas. A fim de interromper a reacdo, acrescentou-



64

se 50 pl de sodium dodecyl sulfato (SDS — Vivantis Biochemical) a 10% diluido em
HCI (0,01N) por poco e as placas permaneceram incubadas por 24 horas em
temperatura ambiente.

A densidade optica foi quantificada em espectofotometro (Awareness
Technology Ine/ Stat Fax 2100, 425nm - 540nm, Palm City, FL, USA). Os resultados
obtidos do espectrofotébmetro foram transformados em porcentagens para analise,
através das equac0es seguintes:

Analise de variancia e teste t (5% de significancia) para viabilidade celular.

A citotoxidade foi determinada pela seguinte equacéo:

% CT =100 - [(abs tratamento / abs controle) x 100]

na qual, CT ¢é a citotoxicidade; e abs é a absorbancia.

A viabilidade celular foi determinada pela seguinte equacéo:

% VC= (abs tratamento / abs controle) x 100

na qual, VC é a viabilidade celular; e abs é a absorbancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo a percentagem média relativa dos tratamentos utilizando
extrato bruto de folhas Hymenaea martiana Hayne, em células de osteossarcoma in
vitro, houve diferenca significativa na viabilidade celular, em relacdo ao controle
negativo, pelo teste t, as diferencas estdo demonstradas na tabela 1 através das letras
acima das médias percentuais. Na dosagen 10uL/mL houve agdo citotoxica dose e
tempo dependente, porém essa acdo foi muito baixa ndo sendo significativa. Ja na
dosagem de 100uL/mL houve um aumento progressivo da viabilidade até Gas, seguido
de uma queda na viabilidade e acdo citotoxica em G7,, também baixa e ndo
significativa,

Em 1000pL/mL, 2000 pL/mL, e 5000 pL/mL houve aumento da
viabilidade dose e tempo dependente, quanto maior o tempo de exposi¢do, maior foi a
viabilidade celular. Na dosagem de 2000 puL/mL em todos os tempos houve um
aumento de mais de 400% da viabilidade celular, na dosagem de 5000 uL/mL chegou
a mais de 600%, o que € muito negativo quando se trata de uma célula neoplasica que
ja possui um comportamento de multiplicagdo celular descontrolado, quando €
observado o0 aumento que houve em relagcdo ao grupo sem tratamento, percebemos

uma atividade que pode ter levado a indugédo de mitose (Tabela 1).
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TABELA 1 -Viabilidade celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo, por
concentracdo, tempo de exposicdo e dosagem de EBBFJ, pelo método de
reducdo do tetrazélio (MTT). Os resultados expressos em percentagem
média. Letras iguais expressam resultados significativamente iguais, letras
diferentes expressam resultados significativamente diferentes (Teste t).

TEMPO DE EXPOSICAO 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
TRATAMENTO %VC  %CT  %VC  %CT  %VC  %CT
C 100 - 1002 - 100 -
10 uL/mL 91,32 868  88,7® 1126 8333 16,67
100 pL/mL 101,842 - 367,25 - 85,18 14,82
1000uL/mL 220,01 - 215,20 - 243,70 -
2000 pL/mL 422,68° - 415,912 - 446,307 -
5000 pL/mL 256,20° - 687,572 - 559,262 -

Este trabalho com folhas Hymenaea martiana Hayne, apresenta grande
importancia pela escassez de estudo até mesmo com o género, em células animais, pois
ndo héa resultados sobre a acdo de folhas da espécie ou género em células animais por
isso a discussdo a seguir € com trabalhos realizados com outras partes da planta.

Em pesquisa realizada com 0 mesmo extrato descreveu acao antitumoral frente
as células de adenocarcinoma mamario caninas (AF-720), porém a dosagem onde foi
encontrada essa acao foi alta, 25mg/mL. A observacgéo foi realizada somente em Gos,
difere do que foi observado neste estudo, onde houve acdo citotoxica da menor dose
10uL/mL tempo dependente e da dosagem 100uL/mL no G72 de exposi¢do ao Extrato
bruto das folhas Hymenaea martiana Hayne®.

Neste trabalho ndo foi encontrado o IC50, que é a dosagem de extrato
necessaria para inibir 50% da viabilidade celular em relagdo ao grupo controle, mesmo
havendo atividade citotoxica na dosagem de 10puL/mL, pois houve um aumento da
viabilidade das células nas outras dosagens testadas, especialmente em relacdo ao
tempo de exposigdo G72. Segundo Reynertson et al.>, um valor de 1C50 menor de 50
puL/mL é considerado muito ativo, 50 -100 uL/mL 1 moderadamente ativo, 100 - 200
puL/mL ligeiramente ativo e acima de 200 pL/mL estdo inativos. Partindo dos dados
descritos a acdo dos extratos na linhagem estudada por Vieira et al.' seria inativo por
ter a dosagem muito alta. Figueiredo® em pesquisas com células de linhagem

melanoma murinho B16F10-Nex2 obteve resultado moderamente ativo com 50% da
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viabilidade celular na dosagem de concentra¢ao de 50pg/mL de extrato hidroetandlico
da semente de H. courbaril em Gzs.

Monteiro®, em estudos com linhagem de Sarcoma (S-180), o extrato da folha
de Hymenaea stigonocarpa néo inibiu a viabilidade celular, o extrato do caule foi o extrato
mais citotoxico, pois inibiu a viabilidade celular do tumor de Sarcoma com 1Cso estimado
em 20,2 pg/mL. O extrato da raiz apresentou valor de ICs0 (87,8 pg/mL) cerca de quatro
vezes maior, e por isso foi considerado ndo promissor par atividade antiproliferativa.

Jayaprakasam et al.>3isolaram os tepernoides que sdo metabdlitos secundarios
dos frutos de Hymenaea courbaril e testaram sobre as linhagens tumorais humanas
MCF-7 (mama), SF-268 (Sistema neural central) HCT-116 (c6lon) e AGS (gastrico),
neste estudo assim como no nosso houve aumento viablidade celular. Silveira® em
pesquisas com polissacarideos de xiloglucana de reserva do fruto de Hymenaea
courbaril sobre de células HeLa (carcinoma de cervix uterino humano), tiveram como
resultado um aumento na viabilidade celular corroborando com este trabalho,
sugerindo também um efeito indutor da proliferacédo celular.

A angiogénese é importante para o crescimento e metastase do tumor. As
células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) séo tipos de células endoteliais
primarias comumente usadas para estudar a angiogénese in vitro®>%. Por ter
comportamentos semelhantes, foi utilizado neste estudo também células endotelias
para observar se 0 comportamento de multiplicacdo acontecia somente em relacdo as
celulas tumorais.

No ensaio de submissdo ao estresse oxidativo, induzido por peréxido de
hidrogénio, em células endoteliais de veia umbilical humana, na percentagem média
relativa dos tratamentos utilizando extrato bruto de folhas Hymenaea martiana Hayne,
em relacdo ao controle negativo, pelo teste t, houve diferenca significativa na
viabilidade celular. A diferenca estd demonstrada pelas letras diferentes acima do
percentual. Notou-se um aumento da viabilidade nas dosagens 1000uL/mL,
2000puL/mL e 5000uL/mL. O EBFJ protegeu as células dos danos oxidativos nas
maiores dosagens. Esses dados sugerem que o extrato pode proteger as células da agédo
das EROS. Estudos in vitro com peroxido de hidrogénio (H202) em células endoteliais
demonstraram que ele pode induzir ao estresse oxidativo diminuindo a viabilidade da
célula causando parada do ciclo celular, inibigdo da proliferacéo celular, e indugéo de

apoptose57'58*59*6°.
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TABELA 2 — Estresse Oxidativo em células endoteliais. Viabilidade
Celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo por
concentracdo, tempo de exposicdo e dosagem de
EBEFJ, pelo método de reducdo do tetrazélio (MTT).
Os resultados expressos em percentagem média. Letras
iguais expressam resultados significativamente iguais,
letras diferentes significativamente diferentes (Teste t).

TEMPO DE EXPOSICAO 24 HORAS
TRATAMENTO %VC %CT
C 100° -
10 uL/mL 95,24 476
100 puL/mL 90,47 9,52
1000uL/mL 187,300 -
2000 pL/mL 782,428 -
5000 pL/mL 236,50 -

Orsi et al.%! testaram a acéo protetora do extrato de Hymenaea stigonocarpa
contra inflamag&o induzida pelo &cido trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em ratos, e
houve protecdo e inibicdo da peroxidacao lipidica em membranas do célon, os autores
relacionaram a atividade protetora com propriedades antioxidante.

Este estudo vem confirmar a atividade antioxidante vastamente descrita no
género Hymenaea, que é reconhecido como fonte de compostos fendlicos®10:6063:64.65
Outro estudo sugere que a sua atividade antioxidante esteja relacionada a presenca de
polifenois e flavonoides®. Sabe-se que existe uma forte relacdo entre a quantidade de
contetdo fendlico e atividade antioxidante.

Este trabalho com folhas Hymenaea martiana Hayne, apresenta grande
relevancia pela escassez de estudos do género em células animais. Nas células de
osteossarcoma canino houve acdo citotoxica tempo dependente em baixa
concentracdo. No entanto, em doses maiores houve um aumento progressivo da
viabilidade celular, sugerindo um efeito indutor da proliferacéo celular neoplésica. Por
outro lado, nas células de veia umbilical humana, que em condi¢gbes normais
apresentam multiplicagdo celular semelhante a observada nas células neoplésicas, ao
serem submetidas ao estresse oxidativo, apresentaram aumento da viabilidade nos
grupos tratados com doses maiores de extrato. Neste caso o EBFJ promoveu
multiplicacdo celular benéfica, pois é possivel que tenha protegido as células dos danos

oxidativos promovidos pela acéo das EROS.
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4. CONCLUSAO
O extrato etandlico bruto das folhas de Hymenaea martiana Hayne, aumentou
a viabilidade celular das células de osteossarcoma canino e das células endoteliais de

veia umbilical humana, submetidas ao estresse oxidativo.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Diversos tipos de céncer estdo geralmente expostos a condigOes de
instabilidade no metabolismo oxidativo, entre outros fatores ambientais. O estresse
oxidativo é definido como o desequilibrio grave entre as espécies reativas de oxigénio
(EROs) e o sistema oxidante. O osteossarcoma corresponde a 6% das neoplasias e é
0 tumor 6sseo maligno primario mais comum encontrado em cdes, representando mais
de 80% de incidéncia.

Os dois extratos pesquisados, tanto o do jatoba como da gabirobeira sdo
plantas endémicas do cerrado que € um bioma que tem sido muito degradado ao longo
do tempo e essa degradacéo pode extinguir plantas com grande potencial farmacéutico,
e esse € um dos motivos da importancia de estudos como este.

Este trabalho traz resultados inéditos, pois 0s extratos pesquisados, além
de ndo apresentaram efeito citotoxico significativo, ainda aumentaram a viabilidade
celular de forma dose dependente. Os dados sugeriram uma dupla interpretacéo, ja que
0 aumento da viabilidade em células neoplasicas podera estar relacionado com a
possibilidade de inducdo de mitose, o que seria indesejavel. No entanto, 0 aumento da
viabilidade em células endoteliais, submetidas ao estresse oxidativo, pode estar
relacionado com um efeito protetor.

A possivel ligacdo a uma acdo antioxidante, pode ser relacionada

hipoteticamente, sendo isso promissor quando se fala de estresse oxidativo.



