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RESUMO

O osteossarcoma é uma neoplasia de origem mesenquimal de elevada mortalidade em
cdes e no homem. Ensaios de citotoxicidade com plantas tropicais tém sido realizados
para identificar possiveis principios ativos medicinais capazes de inibir a proliferagdo de
células tumorais. O cerrado é a vegetacdo predominante da regido Centro-Oeste do
Brasil, rico em biodiversidade, no qual frutos, como o pequi (Caryocar brasilense) sao
amplamente conhecidos, porém pouco explorados quanto a suas propriedades
farmacoldgicas. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi verificar a atividade
citotoxica do extrato etanolico da casca de pequi em células de osteossarcoma canino
em cultura estabelecida, obtidas do banco de linhagens celulares, subcultivadas e
submetidas ao tratamento com o EECP em trés diferentes concentracdes e trés
diferentes tempos de exposi¢do. O tratamento que inibiu de forma mais eficiente o
crescimento celular foi o grupo no qual foram adicionados 10ul do EECP por 72 horas,
resultando em crescimento de 28,20% em relacdo ao controle, ou seja, uma inibicdo de
71,80%. A menor média do ICs foi de 155,2 pug/mL, no tratamento que recebeu 10ul
do EECP por 72 horas. Com o calculo das fra¢des de sobrevivéncia presumiu-se que o
crescimento celular, apds o tratamento, foi menor (3,33 %) no grupo tratado por 72
horas com a concentragdo de 10 pul. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que o
extrato etandlico da casca de pequi (Caryocar brasiliense) possui efeito citotoxico sobre
as células de osteossarcoma canino, promovendo reducdo da viabilidade celular de

forma dependente do tempo de exposicéo e da concentracdo do extrato utilizada.

Palavras-chave: Cultivo celular, ICsp, plantas do cerrado, tanino, viabilidade celular.
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ABSTRACT

Osteosarcoma is a mesenchymal high mortality tumor of dogs and men. Cytotoxicity
assays employing tropical plants have been performed in order to identify possible
active compounds able to inhibit neoplastic cells proliferation. The fruits from the
Cerrado, Center-west Brazil’s diversity-rich, predominant vegetation, are well-known
by the general public but very little is known about their pharmacological properties.
Thus, the aim of this study was to verify the cytotoxic activity of the ethanoic extract of
the pequi fruit mesocarp (EECP) on established-cultured osteosarcoma cells that were
obtained from a cell line bank, sub-cultured and subjected to treatment with EECP in
three different concentrations for three different periods of time. The most efficient
treatment to inhibit cell growth was the 10ul, 72 hour-group, which resulted in a
28,20% growth rate as compared to controls, i.e., a 71,80% inhibition. The smallest
IC50 average was 155,2 pg/mL, also in the 10pl, 72 hour-group. As the survival rate
was calculated, it was presumed that, following treatment, growth was smaller in the
10ul, 72 hour-group. The ethanoic extract of the pequi fruit mesocarp has a cytotoxic
effect on canine osteosarcoma cells, reducing cell viability in both exposing time and
concentration-dependent manner of the extract used.

Keywords: Cell culture, cerrado plants, cell viability. 1Csq, tannin



1. INTRODUCAO

O osteossarcoma canino é um tumor 0sseo primario potencialmente maligno
e agressivo com caracteristicas similares em humanos e cdes, que na progressao da
doenca resulta em metéstase pulmonar. A alta prevaléncia da doenca é correlacionada a
capacidade metastatica, que culmina em ébito em até 80% dos animais. Séo frequentes
0s casos de osteossarcoma caninos na rotina da clinica de pequenos animais, no qual
mediante a sua importancia e, por serem altamente comparativas em ambas as espécies
incitam a constantes pesquisas que proporcionem melhor discernimento a respeito desta
neoplasia em humanos.

Multiplos estudos somam esforcos na sociedade cientifica a fim de
identificarem em plantas e frutos, substancias bioativas e medicinais com possiveis
potencialidades inibitdrias, que possam ter acdo contra células neoplasicas. Estudos in
vitro com linhagens celulares tumorais sdo instigados ao reconhecimento de
componentes bioativos existentes em plantas, que proporcione melhor discernimento
sobre 0 mecanismo de acdo em células neoplasicas.

Com seu peculiar clima e vegetacdo, o cerrado brasileiro também é uma
fonte imensuravel de biomoléculas. De forma anéloga ao descrito em plantas
encontradas em outros tipos de vegetacdo, o conhecimento do potencial antitumoral das
plantas do cerrado, particularmente de sua planta-simbolo, o pequi, pode revelar novas
alternativas na terapia antitumoral que minimizem os efeitos colaterais dos tratamentos
antineoplasicos convencionais, que oferecam melhores condicGes de tratamento e bem
estar do homem e do animal.

Sdo imprescindiveis 0s ensaios que possam avaliar a eficiéncia de
metabolitos secundarios presentes no fruto do pequi em linhagens carcinogénicas para
verificar seu potencial preventivo, terapéutico ou até mesmo curador de neoplasias,
como o osteossarcoma. O que ressalta a importancia desse tipo de estudo.

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade citotoxica do extrato
etandlico da casca de pequi em células de osteossarcoma canino em cultura
estabelecida, obtidas do banco de linhagens celulares, subcultivadas e submetidas ao
tratamento com o EECP em trés diferentes concentragdes (0,1ul, 1,0ul, 10ul) e em trés
diferentes tempos de exposicdo (24h, 48h e 72h) para analise de viabilidade celular
pelos métodos de exclusdo do Azul de Tripan; Reducdo de Tetrazdlio e Ensaio de

Sobrevivéncia Celular, realizados em trés experimentos independentes, em triplicata.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tecido 0sseo

O sistema esquelético compreende 0ssos, articulagdes e estruturas de
sustentacdo que amparam e protege o organismo, além de promover a movimentagio. E
classificado como esqueleto axial que compreende a cabeca, as vértebras, costela e o
esterno e em apendicular formado pelos membros toréacicos e pélvicos. O 0sso € um
tecido de sustentacdo amplamente especializado e dindmico que exerce fungfes de
apoio mecéanico, protecdo e locomocao. Em condi¢fes normais, o tecido 0sseo € exposto
a diversos fatores mecanicos, fisicos, quimicos e hormonais que influenciam
diretamente nos mecanismos de sintese, destruicdo e regeneracdo, 0 que justifica a
constante remodelacdo desse importante tecido’.

O osso é constituido por diferentes populacGes celulares que resguardam a
integridade 6ssea, como células de sustentacdo (osteoblastos e ostedcitos), osteoide que
compde matriz desmineralizada de colageno e glicosaminoglicanas, os osteoclastos,
células oriundas de células-tronco hematopoiéticas envolvidas no processo de
reabsorcao Gssea, por células tronco mesenquimais, células endoteliais, condrocitos, e,
sais inorganicos que sdo depositados na matriz do osso. Uma fina camada de tecido
conjuntivo recobre 0sso internamente (endosteo) e externamente (peridsteo) que
responde pela nutricdo e fornecimento de células osteoblasticas responsaveis pela
sintese ou reparacéo 6ssea’.

A formacdo e a remodelacdo dssea sdo condizentes ao equilibrio existente
entre interacdes celulares, em um processo de compensacdo que atua no controle da
sintese de atividades bioldgicas de elementos que compde a matriz extracelular. Desse
modo, promovem a manutencao da homeostase 6ssea em relacdo a proliferacdo celular,
diferenciacdo e apoptose. Por outro lado, sarcomas ésseos surgem devido a alta
instabilidade genética que resulta em mutac6es em linhagens de células mesenquimais,
nas quais células neoplasicas se manifestam espontaneamente por meio de sintese de

matriz 6ssea em outro tecido®.

2.2. Osteossarcoma
O osteossarcoma (OS) é uma neoplasia de células mesenquimais, primaria,
heterogénea, intradssea maligna, com caracteristicas histologicas diversificadas. O

processo etiologico da doenca € de curso desconhecido, todavia diversas suposi¢cdes sdo



discutidas sobre a origem do tumor 6sseo. Em humanos, o OS é apontado como o
principal tumor 6sseo maligno com desenvolvimento em criangas e adultos jovens, entre
10 a 20 anos de idade (20%) e corresponde a 5% de todos os tumores pediatricos. Em
animais domésticos, o OS é um tumor que se manifesta frequentemente na espécie
canina (80%), e com menor incidéncia os felinos (50%), sendo raro em outras espécies.
Os cdes que desenvolvem a doenca apresentam acentuada expressao de interleucina 8 e
SLC1A3, comportamento biologico que pode ser observado em humanos associado a
um pior prognostico e que sugere semelhanca no mecanismo do desenvolvimento da
neoplasia nas duas espécies*>® ",

A malignidade deste tumor potencialmente agressivo é responsavel por
aproximadamente 90% dos tumores @sseos primarios no cdo. O OS canino ¢é
caracterizado por ser intensamente infiltrativo, altamente metastatico com formacéo de
osteoide, 0sso ou ambos em tecidos distantes da origem primaria. A alta prevaléncia
deste tumor é correlacionada a capacidade metastatica, principalmente nos pulmdes por
via hematdgena, o que pode ser responsavel pelo 6bito em até 80% dos animais. A
reducdo da variabilidade genética nos cées, estimulado pela criacdo indiscriminada de
novas ragas, que advém com mutag0es gendmicas, entre outros fatores, tém sido
considerada como uma relevante condicdo que predispde os cdes ao desenvolvimento
dO 089'10'11'12.

Por ser um tumor 0sseo primario comum em humanos e cdes, regides
metafisarias de 0ssos longos e tubulares como Uumero, radio, ulna, fémur e tibia sdo os
mais agredidos. Em humanos, o tumor geralmente acomete adolescentes em fase de
puberdade, cujo pico de desenvolvimento da doenca advém do rapido crescimento das
placas 0sseas, enquanto que em cédes predominam os de ragas grandes e adultos apds o
encerramento tardio das placas de crescimento, o que denota uma marcante diferenca
entre as espécies. Devido as similaridades fenotipicas, histolégicas, conduta biolégica,
bem como alteragdes genéticas e moleculares entre as espécies, o cdo constitui um
modelo auxiliar para o desenvolvimento e ensaios pré-clinicos para novas terapias para
0 OS humano™****,

O osteossarcoma primario se desenvolve com frequéncia em cdes, sendo
que fatores como raga, sexo, peso e idade, predispdem estes animais a evolugdo da
doenca. E equivalente a 80-85% das neoplasias Gsseas e representa de 5-6% entre todos
0s tumores diagnosticados. A idade do animal é varidvel, pode ocorrer em animais

muito jovens entre um e dois anos de idade, embora a idade média seja superior a sete



anos. Cées machos acima de 40 kg sdo mais acometidos que as fémeas, racas de grande

porte ou gigante sdo as mais vulneraveis, tais como: Rottweiler, Sdo Bernardo, Boxer,

Doberman Pinscher, Greyhounds. No Brasil, é grande o desenvolvimento da doenga em

cdes da raca Fila Brasileiro

8,9,11,15,16

Assim como na espécie animal, no OS, os homem séo mais acometidos que

as mulheres, possivelmente ha uma relacdo entre o desenvolvimento acelerado dos

0ssos com a formagdo da neoplasia déssea. Assim 0 modelo canino, devido a

similaridade entre as espécies € um dos modelos de investigacdo mais favoravel e

utilizado em pesquisas para compreensdo do desenvolvimento neoplasico em humanos

(Quadro 1) >*71819,

QUADRO 1 - Caracteristicas comparativas entre osteossarcoma canino e humano

VARIAVEL CAO HUMANO

Idade 7 anos 14 anos

Raca Racas puras grandes e N&o aplicavel

gigantes

Peso 90%>20 kg Pesado

Local 77% metéastase 0ssos longos | 90% metastase 0ssos longos
radio distal > imero proximal | fémur distal > tibia proximal

> fémur distal > tibia > (imero proximal
Etiologia Geralmente desconhecida Geralmente desconhecida

% clinicamente confinados ao 80-90% 80-90%
membro na apresentacdo

% alteracOes histolégicas de 95% 85-90%

alto grau

indice de DNA 75% aneuploidia 75% aneuploidia

Indicadores de Prognostico

Jovem, com aumento de
fosfatase alcalina

Aumento de fosfatase alcalina
MDR1

Taxa de metastase sem 90% antes de 1 ano 80% antes de 2 anos
guimioterapia

Local de implantacdo de Pulm&es > 0sso > tecidos Pulm®es > 0sso > tecidos
metastase moles moles

Melhora da sobrevida com Sim Sim
guimioterapia

Tratamento Quimioterapico 4-6 ciclos > 1lano

Metastase de linfonodos

regional

Progndstico ruim, <5%

Progndstico ruim

Reparo cirlrgico

Frequente com artrodese

Prétese

Fonte: Adaptado de Withrow & Wilkins®

2.2.1. Etiopatogenia

Malignidades o0Osseas como OS em cées geralmente ocorrem em

microambiente alterado, onde que células passam a se proliferar de modo incomum,

com crescimento desordenado, rapido e autbnomo. Ainda que o0 mecanismo da




carcinogénese seja uma incognita, é certo que a linhagem celular osteogénica participa
ativamente da iniciagdo e progressdo da doenca. HipOteses sdo atribuidas as
transformacdes celulares malignos, como a susceptibilidade celular em sitios de
crescimento como na metéafise de 0ssos longos, que suportam grande parte do peso
corporal; também é incriminado o encerramento tardio das placas de crescimento,
devido a constante proliferagdo com intima ligacdo a fatores mitogénicos. Mecanismos
traumaticos por implantes ortopédicos, exposicdo a radiacdo ionizante, transformacdes
genéticas e supostamente infeccdes virais contribuem para a neoformacéo. Raras sdo as
ocorréncias primarias em tecido extraesquelético (1%), como pénis, musculos das coxas
e no retroperitdnio, embora tenham sido citados em estudos anteriores. Contudo,
metastases podem se expandir em outros tipos de tecido e 6rgdos tais como: figado,
baco, rim, ileo, vagina e testiculo®®2%?,

O potencial de disseminagcdo por metastases e o aumento na mortalidade
esté diretamente ligado a localizacdo do OS. Segundo Ettinger??, a neoplasia primaria
em cdes se desenvolve com maior probabilidade nos membros toracicos que nos

membros pélvicos, na relacdo de 2:1. Desse modo, neoplasias situadas na extremidade
do radio distal perfazem um menor risco a metastases. Por outro lado, aqueles

localizados na proximal do Umero e tibia, fémur distal implicam em elevada capacidade
metastatica, com ampliaco significativa da mortalidade®?*,

OS se apresenta como uma neoplasia extremamente instavel geneticamente,
desse modo, as anomalias moleculares provocam alteracbes cromossomais. Estas
podem ser de ordem estrutural ou numérica. As mutagdes numéricas dos cromossomos
sdo ocasionadas por falhas durante a fase de mitose que resultam em poliploidia,
aneuploidia, supressdes, duplicacdes, descontrole nas translocacdes e mutacdes
germinativas. As irregularidades acontecem normalmente pelo acréscimo de um
cromossomo 1 ou perda de cromossomos 9,10,13 e 17, com danos parciais ou totais do
cromossomo 6, e também anelamento de cromossomos. Nas muta¢fes estruturais ha a
reestruturagdo dos cromossomos 11, 19 e 20, e auséncia de caracteristicas de

translocacées reciprocas™?®.

2.2.2. Aspectos clinicos e diagnosticos
A principal manifestagéo clinica do osteossarcoma apendicular em cées € a

presenca de claudicacdo. Contudo, lesbes axiais séo identificadas pela dor a palpacao e



progressivo aumento de volume. A dificuldade respiratoria pode ser associada a
metastase pulmonar. O diagnostico dos sarcomas 6sseos é fundamentado pelo curso
clinico, por meio de exame fisico, laboratorial e também radiografico pela ocorréncia de
fraturas patolégicas®®. A formacdo de uma massa neoplasica é facilmente distinguida
pela observagdo do osso afetado em imagem radiogréfica, tais como deformagdes dsseas
provocadas por lesbes destrutivas e infiltrativas. A neoplasia, ao longo de seu
desenvolvimento, pode romper a cortical do 0sso, com proeminente elevacdo do
peridsteo com identificacdo peculiar do tridangulo de Codman, o que € sugestivo de
neoplasia 6ssea primaria®”

A radiografia simples, associada ao exame clinico, é considerada atualmente
a ferramenta diagndstica complementar mais adequada para o diagnostico do OS
canino. Além disso, a cintilografia 6ssea, quando disponivel, deve ser utilizada para a
deteccdo de metastases. A tomografia computadorizada e a ressonancia magnética séo
exames menos utilizados, poréem oferecem alta qualidade de imagem que possibilitam a
observagao de extensdo e profundidade da lesdo, o que favorece o diagnéstico®®.

No diagnoéstico por imagem radiografica, OS séo descritos como liticos,
escleréticos ou mistos. Em conformidade ao sitio de origem tumoral, a neoplasia é
relatada como central, justacortical ou periostial; além desses, existe a forma incomum
conhecida como OS telangiectdsico, que macroscopicamente € similar ao
hemangiossarcoma®.

Na avaliacdo macroscopica sao observadas massas neoplasicas grandes,
destrutivas, com aspecto amarelo-esbranquicado, ou branco-acinzentado, a superficie
pode ser lobulada e irregular, ou mesmo rugosa, além disso, a massa pode ser
sanguinolenta e cistica®”%.

O exame histopatologico é considerado padrdo ouro para o diagndstico
definitivo de OS, diferentemente do exame citoldgico, que pode ser inconclusivo. A
classificacdo histolégica de OS é realizada a partir em fragmentos de bidpsias, a qual
requer cuidadosa classificacdo, devido a sua intensa heterogeneidade. Em cées, OS sdo
classificados como simples, compostos e pleomérficos; simples, quando ha sintese
0ssea em matriz colagenosa; o tipo composto é caracterizado pela presenca de 0sso e
cartilagem; os pleomorficos, por sua vez, cursam com formacao de ilhotas de osteoide e
anaplasia. Quanto ao tipo celular e atividade, os tumores séo classificados como

osteoblasticos, fibroblasticos ou condroblaticos?.



A precisdo diagndstica na maioria das vezes ¢ um dificil e longo caminho a
ser percorrido. O sucesso diagnéstico requer a mobilizacdo e interagcdo entre o corpo
clinico veterinario, radiologistas e patologistas, que aliados ao 0 emprego de modernos
equipamentos de imagem, bem como as técnicas de analises moleculares, conferem
relevantes complementos ao estudo da doenga, visto que permitem uma profunda
investigacdo, direcionam o paciente ao tratamento adequado e especifico que

corroboram o prognéstico da doenga®.

2.2.3. Novas perspectivas de tratamento do osteossarcoma com substancias fitoterapicas

Usualmente, a resseccdo cirurgica do 0sso acometido e de tecidos adjacentes
com margem de seguranca, € o primeiro procedimento realizado em cédes para o
aumento da sobrevida, alivio da dor e tentativas de reducdo dos indices de metastases.
Para o tratamento pds-imediato a amputacdo do membro, sdo empregados agentes
antineoplasicos, como por exemplo, e via de regra, a quimioterapia combinada
utilizando-se agentes citostaticos. A doxorrubicina, a cisplatina e a carboplatina sdo
farmacos quimioterapicos que provem melhores resultados aos animais, pois possuem
acdo efetiva na reducdo da capacidade de promover metéstases e, consequentemente,
diminuir os indices de mortalidade entre os pacientes tratados. Contudo, ha relatos que
estes farmacos também possuem efeito toxico. A aplicacdo de radioterapia é
considerada um método paliativo para alivio da dor durante o tratamento; entretanto os
melhores beneficios desta vém por meio de sua combinacdo com a quimioterapia®*°.

Nos ultimos anos, diversos compostos naturais tém sido pesquisados como
alternativas aos elevados custos e aos diversos efeitos colaterais dos medicamentos
quimioterapicos disponiveis no mercado mundial. Dentre tais compostos, destacam-se,
no Brasil e no mundo, os fitoterapicos, medicamentos extraidos de fontes renovaveis e
naturais, disponiveis e conhecidas da humanidade h& milhares de anos. Diversos relatos
de pesquisas com extratos de plantas comprovam o potencial da utilizacdo de
biomoléculas de origem vegetal como antineoplasicos®"*.

Foi comprovada atividade citotoxica do extrato etandlico da planta
Artemisia annua, conhecida popularmente como losna ou absinto, em cultura de células
leucémicas humanas, o que indica potencial aplicacdo para o tratamento do cancer. No
entanto, para que sejam realizados estudos in vivo, é necessaria a padronizacdo dos

extratos®.



O efeito inibitério de compostos fendlicos e terpendides de Baccharis
trimera, a popular carqueja, foi avaliado em cultura de células tumorais de cérvix
uterina humana (SiHa). A supressdo da formacdo de colonias de forma dose-
dependente, a inibicdo da proliferacdo e da motilidade celular e a morte celular por
necrose foram resultantes do tratamento com a utilizagdo do composto fendlico. Por
outro lado, no tratamento com o composto terpendide, foi inibida a proliferacdo das
células também de maneira dose-dependente, porém ocorreu 0 aumento da formacéo de
colbnias e a ndo inibicdo da motilidade celular. Esse composto também induziu a
apoptose celular. Diante disto, essas substancias se apresentam como possibilidades
futuras no tratamento contra o cancer.

A atividade antitumoral de extrato bruto hidroalcoolico e fracbes de
solventes de cloroférmio, etil-acetato e metanol obtidos a partir da parte aérea do
vegetal Bidens pilosa (picdo preto) foi avaliada in vitro e in vivo em modelo
experimental com a utilizacdo de camundongos com carcinoma de Ehrlich. O extrato
bruto hidroalcdolico demonstrou atividade tumoral apenas em altas dosagens. Ja o
extrato cloroformico apresentou elevada atividade antitumoral com apresentacédo de alta
citotoxicidade in vitro, aumento da expectativa de vida dos camundongos portadores de
tumor e decréscimo das atividades de lactato desidrogenase (LDH) e Glutationa (GSH)
no fluido tumoral. A via de administracdo utilizada foi a intraperitoneal, portanto séo
necessarios novos estudos que abordem outras vias de administracio®.

A inibicdo da atividade tumoral pelo extrato bruto hidroalcéolico e de fracédo
cloroférmio da planta Casearia sylvestris (guacatonga) foi investigada em linhagem
celular de céancer de mama humano MCF-7 e in vivo em modelo experimental com
camundongos com tumor de Ehrlich. Os tratamentos causaram a ativacéo de p53, p16 e
causaram danos ao DNA das células tumorais. O extrato hidroalcéolico inibiu
significativamente o crescimento tumoral nos camundongos em 40%, enquanto o
extrato cloroférmico, mais efetivo, inibiu em 60%. Foi utilizado o ensaio de viabilidade
celular pelo método de Azul de Tripan, registrando-se baixa celularidade em animais
tratados. Em alta concentragdo, os extratos dessa planta sdo citotoxicos e em menor
concentracdo possuem efeito antiproliferativo, o que sugere possivel utilidade na
complementagdo ao tratamento quimioterapico convencional®*.

Foi analisado o efeito antitumoral do extrato etandlico a partir do fruto,
folha e resina da Garcinia mangostana L., 0 mangostdo, em cultura de células de

melanoma B16-F10 para determinar a viabilidade celular por meio do ensaio de MTT



(reducdo de tetrazolio) e efeito genotdxico por ensaio cometa. O extrato da folha
induziu genotoxicidade e apoptose nas células tumorais e houve o decréscimo da taxa
de proliferacdo celular, tendo sido identificada a fragmentacdo de DNA no ensaio
cometa®.

O vegetal Himatanthus articulatus (sucutba) foi pesquisado quanto a
atividade antiproliferativa de seu extrato bruto e suas fragdes contra diversas linhagens
de células tumorais humanas (adenocarcinoma de colon HT-29, adenocarcinoma de
ovario OVCAR-3, carcinoma de células renais RXF-393, cancer de mama MCF-7,
tumor de células gigantes pulmonares H460). Foi demonstrado que o extrato bruto
possui baixa citotoxicidade; no entanto, a fracdo cloroférmica possui alta atividade
citotéxica comparada ao controle positivo®®.

Diversas espécies de plantas (351) foram testadas quanto citotoxidade de
seus extratos contra células neoplasicas pulmonares de humanos pelo método
colorimétrico sulforonamina B (SRB) das seguintes linhagens: NCI-H460, KM-12, SF-
268 e RPMI-8226. Expressiva atividade citotoxica foi identificado no extrato das
seguintes espécies: Amphirrhox sp., Calophyllum brasiliense (guanandi ou jacareuba),
Caryocar microcarpum (pequid ou pequirana), Distictella magnoliifolia (trombeta),
Macoubea sprucei (amapd), Toulicia polvinata, Vismia guianensis (capianga) e Xylopia
aromatica (pimenta-de-macaco)®.

A citotoxidade de diversas plantas das florestas Amazonica e Atlantica foi
avaliada contra células de carcinoma de células escamosas pelo método colorimétrico
sulforonamina B (SRB) em linhagem KB-ADL12. Atividade significativa de
citotoxidade foi registrada para extratos das plantas Abarema auriculata (abarema),
Laetia suaveolens, Picrolemma sprucei (caferana)*®.

O extrato etandlico da casca de pequi possui concentracdo de fendis de
209,37 g GAE.kg™ e 0 extrato aquoso possui 208,42 g GAE.kg™. No ensaio de 1C50
para o extrato aquoso da casca de pequi foi demostrado. No entanto, o extratos etandlico
apresentou valor de 1C50 (ug,mL™m.v") de 9,44 + 0,30 e 0 aquoso de 17,98 + 0,35 0
gue demonstra alta atividade antioxidante com potencial capacidade de sequestro de
radicais livres, atribuidos a alta concentracéo de fen6is™.

A planta Uncaria tomentosa (unha de gato) é planta medicinal nativa da
Floresta Amazdnica peruana que possui atividade antioxidante e tem capacidade para
promover reparos a danos no DNA. O extrato obtido desse vegetal foi testado quanto a

sua acdo sobre células formadoras de coldnias (CFC) e na recuperacdo de neutropenia
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pos tratamento quimioterdpico associado a Filgrastim. Foi demonstrado in vivo por meio
de aplicacdo intraperitoneal que o uso dessa planta aumenta significativamente a
contagem neutrofilica. In vitro, foi comprovado o aumento da formacéo de colbnias de
granulécitos e macrofagos. A Uncaria tomentosa nas diferentes doses testadas tém
efeito positivo como progenitor mieloide e apresenta-se como promissora para 0 uso na
quimioterapia de maneira a minimizar os efeitos adversos deste tratamento™.

Foi analisada a citotoxicidade de extrato etandlico da casca de pequi e foi
estimado o valor de 1Cs, 3731,3 + 579 pg,mL™, tendo sido constatada baixa
citotoxicidade deste extrato. Neste caso, o extrato foi testado em fibroblastos humanos
normais da linhagem 3T3*.

2.3. Bioma Cerrado

Conceituado com a mais rica savana em todo mundo, o bioma cerrado em
virtude de sua grandiosa biodiversidade, é composto por paisagens diversas, grande
variedade de plantas nativas e espécies animais. Ocupa uma extensdo e dois milhdes de
quildmetros quadrados, ou seja, um quarto de todo o territério brasileiro, no qual, a
maior concentracdo de area esta situada no Planalto Central do Brasil. A distribuicéo
geogréfica do Cerrado abrange parte de alguns estados nas regides Centro-Oeste (Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal), Norte (Tocantins, Para, Amapa,
Rondb6nia, Amazonas, Roraima), Sul (Parand), Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo),
Nordeste (Bahia, Piaui, Maranhdo e Ceara). A vegetacdo no cerrado é marcada por
fatores climaticos tipicos que desencadeiam alteracBes na paisagem natural causadas
pelo fogo em épocas de seca, e hoje, principalmente com extensivas &reas de
desmatamento submetidas as atividades antropicas ligadas a criacdo de bovinos e
agricultura®.

O Cerrado brasileiro é reconhecido como uma importante fonte de recursos
bioldgicos nativos principalmente no que se refere as plantas frutiferas, medicinais e
ornamentais, que conferem grande potencial econémico local a esse importante bioma.
E constituido por identidades complexas e diferentes fitofisionomias. Duas estacdes
climaticas sdo predominantes no cerrado, uma chuvosa que acontece de outubro a
margo e outra seca, de abril a setembro. Anélises de solos sob o ponto de vista fisico-
quimico, biolégico, hidrico evidenciam uma grande diversidade, nota-se que as
gueimadas naturais sdo frequentes em diferentes regides, tais caracteristicas influenciam

diretamente na estrutura e composicao quimica de plantas nativas do cerrado®.
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Na regido Centro-Oeste, em particular o Estado de Goiés, o cerrado é o
principal tipo de vegetacdo nativa, agraciado por uma rica natureza, que apesar de toda
diversidade ecologica, manancial hidrico e, importante mecanismo socio cultural, é uma
area que estd progressivamente sendo devastada e descaracterizada pelo crescente
avanco da fronteira agricola. Arvores tipicas dessa vegetacdo estdo sendo extintas pela
extracdo de carvdo vegetal e substituida por pastagens artificiais € monocultura como a
soja, eucalipto e cana de acucar. Essas modificacdes comprometem drasticamente a
biodiversidade, além de ser uma constante ameaca a cultura e a base de subsisténcia de
comunidades indigenas, quilombolas, ribeirinhos entre outros, em um ritmo que caso
persista sem a devida conservacdo e protecdo, podera extinguir o bioma até 2030%.
Entre outras consequéncias, a mais devastadora é a perda do potencial terapéutico de
sua biodiversidade vegetal, amplamente explorado pela sabedoria popular, mas de

timida expresséo cientifica***°.

2.3.1. Fruto do Pequi (Caryocar brasiliense)

Dentre as plantas nativas do Cerrado pode ser encontrado 0 pequizeiro, cujo
fruto chamado pequi recebe a classificagdo taxondémica de Caryocar brasiliense
orientado pelo The Angiosperm Phylogeny Group (APG) Il (2003) com a seguinte
hierarquia: Divisdo-Angiospermas; Clado-Eurosideas I; Ordem-Malpighiales; Familia-
Caryocaraceae; Género-Caryocar; Espécie-Caryocar brasiliense Cambess. Na
Etimologia, 0  género Caryocar origina-se do  grego caryon (nucleo ou noz)
+ kara (cabeca), em referéncia ao fruto de tamanho globoso; o epiteto
especifico, brasiliense, por ser uma espécie de origem nativa do Brasil. O nome do
pequi foi assim denominado pela cultura tupi, py (pele) + qui (espinho), em menc¢édo aos
espinhos presentes internamente no caroco. O pequi na cultura popular recebe
denominagdes similares em diferentes estados do Brasil como: no Estado de Goiés,
pequi, em Sao Paulo, pequi e piqui; em Minas Gerais, pequi-do-cerrado; na Bahia,
pequia, pequia-vermelho e pitia; em Mato Grosso, piqui; em Mato Grosso do Sul,
pequi®®.

O pequizeiro é uma arvore natural do cerrado e, pode ser encontrado no
percurso de todo o bioma Cerrado. Arvore ristica decorrente das frequentes queimadas
em periodos de seca possui uma copa frondosa que pode chegar até 10 metros de altura,
é composta tipicamente por galhos grossos e tortuosos, o tronco é recoberto por casca

grossa, de cor acinzentada com fissuras longitudinais. As folhas s@o compostas,



12

trifolioladas, com pontas entrecortadas e recobertas por densa pilosidade. As flores sdo
exuberantes e medem aproximadamente oito centimetros, sdo compostas por cinco
pétalas individuais e esbranquicadas, com abundantes estames. A inflorescéncia e, 0s
primeiros frutos do pequizeiro surgem entre 0s meses de agosto a novembro, os frutos
maduros sdo coletados a partir de setembro até meados de fevereiro. A madeira do
pequizeiro € de excelente resisténcia contra a ataques por cupins de madeira seca, tais
como o Cryptotermis brevi®’.

A casca e as folhas fornecem pigmento amarelo e a casca € comumente
usada em curtume. Estudos relatam que o consumo do fruto adia os efeitos danosos
provocados por radicais livres, bem com resguarda as células dos efeitos colaterais das
drogas quimioterapicas no tratamento contra o cancer®®. De expressiva importancia
econbmica, cultural, gastronémica, ecoldgica, medicinal, o pequizeiro € uma espécie
protegida pela legislacdo federal, e, o corte predatorio do pequizeiro e comercializacdo
da madeira s&o proibidos em todo o territério nacional (Figura 1)*°.

Pequizeiro (Caryocar brasiliense camb) nativo
tipica do bioma Cerrado.
Fonte: www.caliandradocerrado.com.br

7

O pequi em sua morfologia é composto por quatro porgdes: exocarpo,

1

FIGURA 1 — em vegetacdo

mesocarpo externo, mesocarpo interno, endocarpo espinhoso. O exocarpo compreende a
porcdo externa da casca, com coloragdo esverdeada que pode variar a tonalidade ao
marrom por consequéncia do amadurecimento do fruto. O mesocarpo externo esta

intimamente ligado ao exocarpo é constituido por espessa polpa branca que, por sua
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vez, é aderido ao mesocarpo interno, de coloracdo amarelo claro a alaranjado intenso a
porcdo comestivel do fruto. O endocarpo espinhoso € formado por inimeros espinhos
finos e pequenos que abriga em seu interior a semente do pequi que é envolvida por

uma fina pelicula marrom, destaca-se por ser muito apreciada por seu sabor (Figura 2)°*

FIGURA 2 - Aspectos morfoldgicos do pequi (Caryocar brasiliense). A. Seta dupla, representa
0 exocarpo (casca) do fruto globoso, de coloracdo esverdeada. Seta simples, é o
mesocarpo externo ou polpa branca. B. Cabeca de seta, mesocarpo interno
constituido da porcdo comestivel do fruto do pequi, de coloracdo alaranjado
intenso. Seta simples é o endocarpo espinhoso com inGmeros espinhos
entremeados. Seta curva, identifica a semente na parte interna do fruto.

Fonte: Alves et al.*,

O pequi (Caryocar brasiliense) € um fruto com grande importancia na
culinéria regional. O 6leo extraido da polpa de pequi é amplamente usado na medicina
popular como agente tdnico contra asma, gripe, resfriado e doencas bronco pulmonares.
Porém, existem poucos estudos para estabelecer a atividade bioldgica deste fruto e a
viabilidade do uso na medicina. In vitro foi observada a acdo antifingica das diversas
partes do fruto como folhas e sementes contra Cryptococcus neoformans®. Verificou-se
em estudos de propriedades quimicas e de composicdo que O pequi possui alta
concentracdo de fendis, como &cido galico, acido quinico, quercetina e quercetina 3-O-
arabinose. Extrato do tipo aquoso e etandlico da casca de pequi demonstraram
capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROS e
ERNS)*®? Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e
frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos, como os flavonoides. As

propriedades beneficas desses compostos podem ser atribuidas a sua capacidade
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protetora contra doencas cardiovasculares, ao inibirem a lipoperoxidacdo agem contra a
acdo dos radicais livres mecanismos que s&o atribuidos ao envelhecimento célular®.

O pequi compreende importante fonte de nutrientes que compde a base
alimentar de diversas populacdes do Centro-Oeste. A casca do fruto compreende o
exocarpo e mesocarpo externo (polpa branca) que compde 75,2% de sua matéria
organica®. O fruto apresenta alto teor de lipideos com valores que oscilam de 27 a 35
9.100 g*. A polpa do pequi possui de 250 a 350 kcal.100 g* o que representa um
alimento com boa fonte energética. A polpa também € considerada uma fonte potencial
de antioxidantes, além disso, possui acidos graxos, no qual 60% destes sdo insaturados
com predominio do &acido oleico, entre os minerais sdo destacados a presenca de
fosforo, zinco e magnésio que beneficiam a satide™.

Testes farmacol6gicos com amostras de diferentes partes do pequizeiro
como, por exemplo, cascas retiradas do tronco, folhas, e o préprio fruto demonstraram
que 0 pequi apresenta vitaminas A, C, E, betacarotenos, lipideos entre outros que
beneficiam a salde humana, pois agem no sistema enddcrino, muscular, 0sseo,

imunolégico (Tabelas 1 e 2)°*°°%¢,

TABELA 1 — Propriedades fisicas do pequi

Pardmetros Média
Peso por fruto (g) 76,41
Peso de caroco por fruto (g) 30,75
Peso de polpa por fruto (g) 7,41

Peso das sementes por fruto (g) 22,87
Diametro longitudinal (mm) 32,17
Diametro equatorial (mm) 41,16
Rendimento de polpa (%) 8,98

Rendimento de caroco (%) 28,81
Rendimento em casca (%) 61,66

Fonte: Carrazza e Avila®™
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TABELA 2 - Propriedades quimicas do pequi _
PARAMETROS QUANTIDADE POR PORCAO DE 100 G DE POLPA

Umidade (%) 50,61
Proteinas (%) 4,97
Gordura (%) 21,76
Cinza (%) 1,1
Fibra (%) 12,61
Carboidratos (%) 8,95
Calorias Kcal/100g 251,47
Calcio (mg/100g) 0,1
Fdsforo (mg/100g) 0,1
Sodio (mg/100g) 9,17
Vitamina C (mg/100g) 103,15

Fonte: Carrazza e Avila®™

2.4. Cultura de células e citotoxicidade

Cultura celular € o termo utilizado para o isolamento de organismos
celulares dispersos a partir de um tecido vivo primario, de cultura priméaria ou de uma
linhagem celular. E uma técnica que foi desenvolvida no inicio do século XX, com
objetivo de compreender, sob o microscépio, eventos celulares normais, como a
exemplo, o desenvolvimento de células nervosas. Por mais de 50 anos, as células foram
obtidas de tecido primario, desta forma o método foi denominado por cultura de tecidos.
Com o aprimoramento da técnica em meados de 1950 e crescente demanda por cultivos
celulares o termo foi substituido por cultura de células que possibilitou a pratica de
proliferacdes in vitro de variados tipos celulares®®,

Entre os anos de 1940 e 1950 houve a necessidade do cultivo de células
animais, devido aos surtos epidémicos de polio que motivaram 0s pesquisadores a
desenvolverem vacinas contra o virus. O virus da p6lio em 1949 foi isolado, inativado e
reproduzido em cultura de células humanas, grandes quantidades de vacinas foram
desenvolvidas. A vacina contra pélio se tornou um dos primeiros produtos desenvolvido
e comercializado com o advento de cultura de células animais™.

As proliferagdes de células vivas de animais e vegetais podem continuar a
crescer in vitro desde que sejam supridas todas as necessidades fisioldgicas e
nutricionais das células fornecidas por um composto liquido denominado por meio de

cultura. O meio de cultura é composto por diferentes componentes, basicamente é
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constituido por sais inorganicos como célcio, ferro, magnésio, potassio, entre outros,
aminoéacidos essenciais e ndo essenciais, antibioticos, vitaminas, glicose e um indicador
de pH como o fenol red, por exemplo. Este composto € especifico para cada tipo celular,
¢ imprescindivel a sobrevivéncia, crescimento e proliferacdo celular. O controle
rigoroso do ambiente onde serd promovida a cultura é de suma importancia; deve ser
asséptico para ser livre de agentes contaminantes, devem ser mantidos constantes
parametros como temperatura, umidade, oxigénio e gas carbonico, fatores que
contribuem para o sucesso da cultura celular®®,

O tecido de origem celular determina o protocolo de cultivo a ser seguido,
dessa maneira, o crescimento e proliferacdo celular pode ser realizado em garrafas
apropriadas para o cultivo, tanto para células suspensas quanto para células aderentes
em meio de cultura. O crescimento de células suspensas € derivado de linhagens
originais que ndo necessitam de adesdo ao substrato para proliferacdo, a exemplo:
células hematopoiéticas. No entanto, células aderentes podem ser do tipo mesenquimais,
cardiacas, nervosas, epiteliais, fibroblastos, tumorais, além de outras. Estas crescem
aderidas ao fundo da garrafa e formam monocamadas. Células aderentes tém a
necessidade de se conectarem ao substrato para se dividirem e crescerem, é uma ligacdo
essencial, no qual, esta ancoragem ao substrato ndo deve ser rompida, pois ocorrera a
interrupcdo da proliferacéo e subsequente morte celular®®.

A aplicacdo de pesquisas in vitro é ampla e pode ser desenvolvida a partir
cultura de células animais e vegetais, dentre estas sdo citadas: os estudos fisioldgicos e
bioquimicos de células normais e tumorais; avaliacdo dos efeitos de composi¢des
quimicas ou farmacos diversos sobre tipos especificos de células; para a geracdo de
tecidos artificiais; sintese de materiais bioldgicos, sintese de proteinas recombinantes
glicosiladas, as quais ndo podem ser produzidas por bactérias, uma vez que estas ndo
possuem o metabolismo necessério, entre outras™.

A restricdo de uso animal em laboratérios é causa de maltiplas discussdes,
fato que diante disso, a comunidade cientifica mundial sofre constante pressdo para que
seja efetuada a substituicdo de ensaios in vivo por ensaios in vitro que promovam e
preservem o bem estar animal. Testes in vitro sdo padronizados sob rigor de critérios
para analise de principios toxicos presentes nos mais variados materiais, em substancias
extraidas de plantas ou sintetizadas em laboratérios, que causam danos de citotoxicidade

ao organismo quando aplicados na clinica de humanos e animais®.
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Ensaios de citotoxicidade resultam por meio de diferentes técnicas na adi¢ao
de uma substancia direta ou indiretamente sobre células de mamiferos em cultura, com a
liberacdo de substancias nocivas que causem toxidade nas amostras celulares. Apos um
periodo seja permitido observar as alteracdes celulares por diferentes mecanismos quer
sejam por meio de uso de corantes vitais ou pela inibi¢cdo da constituicdo de coldnias
celulares. Testes de citotoxicidade sdo realizados com eficacia e permitem de modo
rapido, a reproducdo de células em cultura, sdo financeiramente viaveis e sensiveis a
biocompatibilidade in vitro. O ensaio citotoxicidade viabiliza a anélise do efeito toxico
ou antiproliferativo de amostras em cultura de células. Portanto, sdo de extrema
relevancia ao desenvolvimento de produtos quimicos, fisicos, farmacéuticos, bioldgicos,

alimenticios entre outros, propostos ao uso humano ou animal®.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacéo do experimento

Este estudo foi desenvolvido na Universidade Federal de Goias (UFG), no
Laboratdrio Multiusuério de Cultivo Celular (LMCC) do Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ). As células de
osteossarcoma osteogénico metastatico canino (D-17, BCRJ 0276, Lote 000573,
Passagem 239) originarias da ATCC (American Type Culture Collection - Manassas,
VA, EUA) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ — Rio de
Janeiro, Brasil). Os frutos de pequi maduros foram adquiridos no comércio local da
regido de Goiania, a preparacdo das cascas foi realizada no Departamento de Nutricdo
Animal. O extrato etandlico da casca de pequi (EECP) foi produzido no LMCC e a
andlise fisico-quimica de sua composicdo realizada na Faculdade de Farmacia da

mesma Universidade.

3.1.1. Células e cultivo celular

Para a realizacdo deste estudo, células de OSC osteogénico metastatico
canino (D-17, BCRJ 0276, Lote 000573, Passagem 239) foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (UFRJ — Rio de Janeiro, Brasil) origindrias da ATCC
(American Type Culture Collection - Manassas, VA, USA). As células foram mantidas
em incubadora umidificada a 37°C com uma atmosfera de 5% de CO,. Para o cultivo
celular foi utilizado o meio Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) acrescido de 10%
de soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina (10.000 U.l/ml - 10 mg/ml),
anfotericina B e L glutamina (todos os reagentes da Cultilab, Campinas, Brasil), de

acordo com adaptago de YU et al®.

3.1.2. Obtencdo do extrato etan6lico da casca do pequi (Caryocar brasiliense)

O extrato etandlico da casca do pequi (EECP) foi obtido de acordo com a
técnica descrita por Lima®. Os frutos de pequi foram obtidos na Central de
Abastecimento de Goias (Ceasa-GO), em perfeitas condigdes morfologicas e no ponto
otimo de maduracéo, em seguida foram por higienizados com agua e sabdo neutro, em
sequida, para fins de separacdo manual das cascas. As cascas foram picadas numa
espessura de aproximadamente 4mm e levadas a estufa com ar forcado a 60°C por 72

horas. Apds secagem das cascas, o material foi triturado em moinho analitico
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padronizado em granulometria de 60 mesch (0,25mm) e armazenado a -20°C, protegido
da luz. Para a obtencdo do extrato foi utilizado 1000g do farelo da casca de pequi e
adicionado a 1000 ml de etanol a 95% (5:95 de agua:etanol), a mistura resultante passou
por percolacdo a frio e agitacdo por 1 (uma) hora, posteriormente o produto foi
centrifugado a 4000 rpm. O sobrenadante foi filtrado e o solvente evaporado em
rotoevaporador a pressdo reduzida, resultando no extrato etanolico bruto, que foi
armazenado a -4°C e protegido da luz.

Foram utilizados 300 kg de fruto que resultaram 180 kg de casca de pequi.
O rendimento de casca seca, triturada e moida em moinho analitico foi de
aproximadamente 9 kg de farelo de casca de pequi. A percolagéo foi realizada no
Laboratorio Multiusuario de Cultivo Celular do PPGCA/EVZ/UFG, no qual 1 kg do
farelo da casca de pequi foi percolado por 8 horas. Ao final de todo o processo foram
obtidos aproximadamente 3 litros de extrato etandlico da casca de pequi (EECP),
utilizado para o experimento. Posteriormente, o extrato foi submetido a analise fisico-

quimica na Faculdade de Farmacia da UFG (Quadro 2).

QUADRO 2 - Parametros fisico-quimicos analisados do extrato etandlico da casca de pequi
(Caryocar brasiliense).

PARAMETRO ANALISADO VALOR ENCONTRADO

Densidade média 23,9015¢/L

Concentragdo média 29,19 g/L

pH médio 57

Densidade de extrato bruto 275,72 mg GAE/mL

ativo

Concentragdo de fenois totais 83,10 mg GAE /mL (30,14% do extrato ativo)
Concentragdo de taninos 18,47 mg GAE /mL (22,23% dos fendis do extrato ativo)
Concentragdo de Flavanoides 4,78 mg GAE /mL (5,75% dos fendis do extrato ativo)
Outros fendis 59,85 mg/mL (72,02% dos fendis do extrato ativo)

Legenda: GAE — equivalente em écido gélico.

3.1.3. Delineamento Experimental

As células de osteossarcoma canino foram semeadas em placas de cultura e
submetidas ou ndo a tratamentos com o EECP, de acordo com a concentragdo
previamente preparada, como descrito no Quadro 2. Todos os ensaios foram realizados
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com trés experimentos independentes, em triplicata. Os compostos de teste foram
diluidos em DMSO (Dimetilsulféxido, Cultilab, Campinas, Brasil) e as solucbes de

estoque foram preparadas com 1 pl e armazenadas a -20°C.

QUADRO 3 — ConcentracGes e tempo de exposicao das células de osteossarcoma ao
extrato etandlico da casca de pequi.

GRUPO QUANTIDADE DO EXTRATO TEMPONDE
ACRESCENTADA () EXPOSICAO (h)
I -A 0 (Controle Negativo) 24
I-B 0 (Controle Negativo) 48
I-C 0 (Controle Negativo) 72
I 0,1ul 24
1 1,0pl 24
W, 10pl 24
\ 0,1ul 48
Vi 1,0l 48
VI 10pl 48
VI 0,1ul 72
1X 1,0pl 72
X 10pl 72

3.1.4. Andlise de Viabilidade Celular

a) Meétodo de Exclusdo de Azul de Tripan

A avaliacdo foi feita por meio de adaptagdo da técnica usada por Mosman®
e Peres & Curi®. Placas de 96 pocos foram utilizadas para cultivar as células na
concentracdo de 1x10* células/poco por 24 horas em incubadora umidificada a 37°C,
com atmosfera de 5% de CO,. Os tratamentos com o EECP foram feitos com as
dosagens de 0,1 ul, 1,0 pl, 10 ul e grupo controle (GC) negativo por trés diferentes
periodos para cada concentragdo, por 24 h (G24), 48 h (G48) e 72 h (G72). Em seguida,
o meio de cada poco foi descartado e as células foram suspensas com 100 pl de tripsina
(Cultilab, Campinas, Brasil), ap6s lavagem com salina fosfatada tamponada Dulbecco

(DPBS, Life tecnologies, EUA). A tripsina foi inativada com o acréscimo de 100 pul de
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meio DMEM com 10% de soro fetal bovino. O material foi centrifugado a 130 rcf(g)
por 10 minutos, e 0 meio foi novamente descartado e as células ressuspendidas em 100
ul de meio de cultura fresco. Em seguida, 10 pl por poco do volume com células foram
transferidos para microtubos tipo eppendorfs contendo 40 ul de azul de tripan (Trypan
Blue - Sigma-Aldrich, St Louis, EUA). Foram instilados 10 pl desse preparado em
lamina para a avaliacdo da viabilidade celular por meio de leitura em camara de
Neubauer em microscépio éptico. A citotoxicidade (CT) foi determinada pela seguinte
equacao:
Equacdo 1:

% CT =100 - [(NC do tratamento/NC do controle negativo) x 100]

na qual, CT ¢ a citotoxicidade; e NC € o nimero de células.

Os valores calculados para cada grupo, foram submetidos a andlise de
variancia pelo Teste F, com nivel de significancia de 5%, utilizando-se a ferramenta
estatistica do programa Excel®. Para o ensaio, foram realizados trés experimentos

independentes em triplicata.
b) Método de reducdo do tetrazolio (MTT) para analise da viabilidade celular

A técnica realizada foi adaptada de Yu et al®®. As células foram cultivadas
por 24 horas em placas de 96 pocos, com concentracdo de 1x10* células/poco, em
incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Os tratamentos com EECP
foram feitos com as dosagens de 0,1 ul, 1,0 pl, 10 ul e grupo controle negativo, por 24 h
(Ga4), 48 h (Gyg) € 72 h (G72). Ao final do periodo de tratamento, o meio foi desprezado
e foi acrescentado 10 pl de tetrazolio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-
tetraz6lio) em cada poco. As placas foram incubadas por um periodo de trés horas. Com
o0 objetivo de finalizar a reagdo, foram acrescentados 50 pl de dodecil sulfato de sodio
(SDS - Vivantis Biochemical, CA, USA) a 10%, diluido em HCI (0,01N) por pogo e as
placas permaneceram incubadas por 24 horas em temperatura ambiente. A densidade
Optica foi quantificada em espectrofotobmetro (Awareness Technology Ine/ Stat Fax
2100, 425nm — 540nm, Palm City, FL, USA). O valor da concentragdo que inibe 50%
da viabilidade celular (Inhibitory concentration - ICsp, em uM) foi determinado com a
utilizacdo do programa estatistico GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA). Para o ensaio foram executados trés experimentos independentes em

triplicata.
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3.1.5. Ensaio de sobrevivéncia celular

66 67
l. l.

O procedimento foi adaptado de Park et al.”” e Cao et al.”” As células foram
cultivadas pelo periodo de 24 horas em placas de seis pocos, com a concentracdo de
1x10° células/poco, em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Os
tratamentos com EECP foram feitos com as dosagens de 0,1 pl, 1,0 ul, 10 pl e GC
negativo por trés diferentes periodos para cada concentracao, G4, Gag € G72. Ao término
do tratamento, 0 meio de cada poco foi desprezado e as células suspensas com 500 ul de
tripsina. Precedido ao processo de centrifugacdo a 130 rcf(g) por 10 minutos, o meio foi
novamente descartado, as células ressuspendidas em 1 ml de DMEM e cultivadas em
placas de seis pogos, em incubadora umidificada a 37°C com atmosfera de 5% de CO,,

Apbs 15 dias, 0 meio foi desprezado, os pogos foram lavados com DPBS e
as células quantificadas com o auxilio do corante azul de tripan. O calculo das fracdes
de sobrevivéncia foi determinado pela seguinte equagao:
Equacao 2:

% FS = (ndmero de CCAT/ntmero de CCGC) x 100
Na qual, FS é a fracdo de sobrevivéncia; CCAT é o numero de células contadas apds
tratamento e CCGC é o nimero de celulas contadas no grupo controle.

Os dados obtidos foram representados por meio de gréaficos e a andlise
estatistica foi concretizada pelo uso do Teste F. Para o ensaio, foram realizados trés

experimentos independentes em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O principal resultado desta pesquisa é que o extrato etanolico da casca do
pequi inibe a proliferacdo de células de osteossarcoma canino de forma dose-
dependente e tempo-dependente. Este é um relato inédito, que revela a importancia de
buscar a identificacdo de componentes do EECP para o potencial desenvolvimento de
farmacos antitumorais.

Os resultados obtidos pelo ensaio de viabilidade celular com o Azul de
Tripan sdo mostrados na Tabela 3. E possivel verificar que o tratamento que inibiu de
forma mais eficiente foi o0 grupo no qual foram adicionados 10ul do EECP por 72 horas,
resultando em crescimento de 28,20% em relacdo ao controle, ou seja, uma inibicdo de
71,80%. De forma similar, foi relatado efeito inibitério de compostos fendlicos de
extrato de carqueja (Baccharis trimera), em cultura de células tumorais de cérvix
uterina humana. No entanto, a inibicdo foi mais acentuada (86%) e mais rapida (24 h),
provavelmente por terem sido utilizados naquele ensaio compostos fendlicos
concentrados extraidos da planta, e ndo o extrato bruto, como o caso do presente

experimento®.

TABELA 3 — Ensaio de viabilidade celular pelo método de Azul de Tripan em células de
osteossarcoma tratadas com extrato etandlico da casca do pequi (Caryocar
brasiliense). Os resultados sdo expressos em percentagem média relativa ao
grupo sem tratamento (controle negativo). Letras diferentes em uma mesma
linha expressam resultados significativamente diferentes (Teste F, p<0,05).
Simbolos diferentes em uma mesma linha expressam resultados
significativamente diferentes (Teste F, p<0,05).

TEMPO DE QUANTIDADE DE EECP UTILIZADA
TRATAMENTO 0,1ul 1,0ul 10pl

24h 92,70" 97,49%" 44,76
48h 99,19* 98,35%" 34,22
72h 44,76" 34,224 28,20

Ressalta-se que, nos tempos de tratamento com as doses 0,1ul e 1,0ul, os
efeitos inibitérios do EECP manifestam-se apenas apos 72h. E importante ressaltar que

o EECP apresentava em sua composicao fenois, dentre eles os Flavanodides (Quadro 1),
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que sdo substancias antioxidantes™ e que poderiam ter apresentado agdo protetora sobre
as células, até a dose maxima de 1pl ou 24 h de exposicgdo.

Considerando a concentragdao total do EECP utilizada neste experimento
(29,19 g/L, equivalente a 29,19 mg/mL ou ainda 29,19 pg/pl — Quadro 1), a dose de
0,1pl apresentava quantidade de solutos totais de 2,92 pg, a de 1pl de 29,2ug e a de
10pl 291,19 pg. Comparativamente, a utilizagdo do extrato de Casearia sylvestris
(“Guagatonga™) inibiu o crescimento de células de cancer de mama humano MCF-7
desde 20%, quando tratadas com 2 pg/ml, até 80% quando utilizados 18pg/ml, em um
periodo de 24 horas®. No entanto, no presente experimento, deve ser considerado que
as células tratadas foram mantidas durante o periodo experimental em 100ul de meio de
cultivo, o que diluiu em pelo menos 10 vezes a dose utilizada. Outra comparagio
pertinente ¢ com os efeitos antiproliferativos e citotoxicos do extrato do mangostao,
Garcinia mangostana, sobre células de melanoma cutineo, que reduziu
significativamente o numero de células neoplasicas em dosagens entre 1 ¢ 5 mg/mL*”.

Deve ser enfatizada a importancia da descoberta de efeitos inibidores da
viabilidade celular, ou seja, antiproliferativos, de um extrato obtido de uma importante
planta do cerrado brasileiro, o pequi. A maioria absoluta das pesquisas de principios
ativos antineoplasicos de origem da flora brasileira contemplam a vegetagdo de outros
biomas, sendo raras na literatura cientifica mengdes a plantas do cerrado nesse tipo de
investigagdo, apesar de sua biodiversidade. Por exemplo, um estudo investigou a
citotoxicidade de 351 espécies de 74 familias de plantas da floresta Amazonica e da
Mata Atlantica em diferentes linhagens de células cancerigenas; dos 1220 extratos
testados em dose Unica de 100 pg/ml, 88 mostraram-se ativos’’. Nessa mesma linha,
células de carcinoma de células escamosas humano foram testadas com 72 diferentes
extratos de plantas das mesmas florestas, em concentragdes de at¢ 100 pg/mL, sendo
identificadas quatro com potencial citotoxico.

Os valores da ICsy sdao mostrados na Tabela 4. Ainda que o tempo de
tratamento de 72 horas tenha apresentado diferenca significativa em termos de inibigdo
da prolifera¢do celular, ndo houve grande diferenga em relacdo aos valores do ICsy.
Uma possivel explicagdo € que o extrato contém, além de componentes que causam
dano celular, antioxidantes (Quadro 1) que poderiam atuar, pelo menos por um certo
periodo, na manutencdo da integridade celular; dessa forma, a acdo do EECP seria
possivelmente mais dependente do tempo de agdo do que da dose utilizada.

Os valores médios do ICsy encontrados neste experimento podem parecer
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elevados quando comparados aos relatados para outros extratos de plantas utilizados em
células neoplésicas com o intuito de promover citotoxicidade. Extratos de Artemisia
annua (losna) obtidos na China e no Brasil apresentaram valores respectivos de ICsy de
13,79 e 28,23 pg/mL quando adicionados a leucdcitos leucémicos em cultivo’!, bem
inferiores aos encontrados na presente pesquisa. No entanto, esses valores se relacionam
ao metabolito artemisinina, que esta presente na Artemisia, € ndo a concentragdo de
solutos totais, como o calculado para o EECP por ndo ser ainda conhecido o metabolito

ou metabolitos responsaveis pelo efeito citotdxico.

TABELA 4 - Valores das concentragfes que inibem 50% da viabilidade celular (ICs),
expressas em pg/ul com seu desvio padrdo, ¢ valores convertidos para
unidades-padrdo internacionais (png/mL), de acordo com os diferentes
tempos de tratamento com o extrato etanélico da casca do pequi (EECP).

TEMPO DE MEDIA DO ICs, (uG/uL) DESVIO MEDIA DO ICs,
TRATAMENTO — EECP PADRAO (uG/ML) — EECP
24h 0,1798 0,108 179,8
48h 0,1625 0,740 162,5
72h 0,1552 0,63 155,2

Uma consideracdo importante sobre o EECP utilizado nessa pesquisa ¢
sobre a relagdo entre o método de extragdo e a toxicidade do extrato. O EECP foi
preparado de acordo com Lima® de forma a garantir a extragio méaxima de fenois com
efeitos antioxidantes, conforme preconizado por Roesler”. E possivel, porém, que se
outros métodos de extracdo tivessem sido empregados, o resultado do ICsy poderia ter
sido inferior ao obtido, em todos os tempos experimentais utilizados. Esse argumento ¢
corroborado pelo relato de que a ICsy do extrato de Bidens pilosa (picdo preto) variou
desde 944,2 ng/mL quando utilizada extragdo hidroalcéolico até 97 ug/mL no caso de
extragdo com cloroformio como solvente®. Também reforcam esse ponto de vista os
dados de ICs para a acdo citotoxica de Casearia sylvestris (Guagatonga) sobre células
MCF-7 de cancer de mama: 141 mg/mL para o extrato total, semelhante ao presente
trabalho, e 66 mg/mL para o extrato cloroféormico.

Outro fator crucial na interpretacdo dos resultados obtidos para a ICsy do

EECP ¢ o tipo celular nesta pesquisa, células de osteossarcoma da linhagem D-17.
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Espera-se que futuros trabalhos de pesquisa que empreguem diferentes células tumorais
apresentem valores de ICs) para este extrato significativamente diferentes. Essa
afirmativa se sustenta a partir do informe de que a utilizacdo do extrato bruto de
Himatanthus articulatus (sucuuba) para inibir o crescimento de células neoplasicas de
diferentes linhagens gerou valores de ICsy bastante diversos, em pg/ul: HT-29
(adenocarcinoma de colon - 42.3 £ 6.3); NCI-H460 (carcinoma pulmonar de células
ndo-pequenas - 27.3 + 2.0); MCF-7 (cancer de mama - 82.0 + 1.6); OVCAR-3
(adenocarcinoma de ovario - 86.3  9.1) e RXF-393 (carcinoma renal - 40.5 + 5.4)*.

Paradoxalmente, um dos possiveis metabolitos do EECP que podem
apresentar efeitos citotoxicos sdo os proprios fendis. Ja foi relatado que o extrato da
popular carqueja (Baccharis trimera) apresentou efeito antiproliferativo contra células
de cancer cervical humano apds 24 horas de tratamento, tendo sido calculada a ICs para
a fracdo fenolica do extrato em 482 pg/mL*>. Considerando a analise do EECP
apresentada no Quadro 1, a fragdo correspondente aos taninos pode ser o grupo fenolico
responsavel pelos efeitos citotdoxicos apresentados pelo EECP. Apesar de possuirem
propriedades antioxidantes, os taninos também apresentam atividades toxicas,
provavelmente, devido a habilidade de ligar-se as proteinas e outras macromoléculas,
além de se complexarem facilmente com fons metalicos como o ferro®.

Conforme observado neste estudo, o conteuido de taninos do EECP
equivaleu a 22,23% do total de fendis do extrato. Em um trabalho realizado também
com células de osteossarcoma, foi testada a atividade antitumoral do extrato bruto da
planta chinesa Caulis spatholobi. Os resultados demonstram uma inibicdo da
proliferacdo celular de 65% a uma dosagem de 3,5mg/mL, maior do que a verificada
neste estudo; porém, o mais interessante foi que a inibi¢do foi maior justamente no
método de extracdo que obteve a maior quantidade de taninos®. Tais resultados, obtidos
em uma condicdo semelhantes aos da presente pesquisa em relagdo ao tipo celular
empregado, permitem inferir que os taninos possuem um importante papel na
diminui¢do da viabilidade celular causada pelo EECP, particularmente apds 72 h de
tratamento.

O ensaio de sobrevivéncia celular foi utilizado para avaliar a capacidade de
proliferacdo celular ap6s a exposicdo ao EECP. Ao final dos periodos de exposi¢ao as
diferentes concentragdes, o EECP foi retirado e as células permaneceram em cultivo por
15 dias. Com o célculo das fragcdes de sobrevivéncia presumiu-se que o crescimento

celular, apés o tratamento, foi menor (3,33 %) no grupo tratado por 72 horas com a
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concentragdo de 10 pul. O mesmo ndo ocorreu com o grupo tratado por 48 horas com a
concentragdo de 1,0 pl, que apresentou 87,50 % de fragdo de sobrevivéncia. Uma
possivel explicacdo ¢ que a quantidade de fenois antioxidantes presentes no EECP tenha
sobrepujado os efeitos deletérios de outros compostos, principalmente dos taninos®.

Para testar a probabilidade das variancias serem significativamente
diferentes, os resultados das fragdes de sobrevivéncia foram analisados pelo Teste F
(p=0,0003) e Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os resultados encontrados nas diferentes
concentragdes do grupo exposto por 24 horas ao EECP. Os resultados referentes a
concentragdo de 10 pl obtiveram diferenga estatistica significativa das demais
concentragdes nos periodos de 48 e 72 horas. No entanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os grupos que receberam tratamento com a concentracao
de 10 pl nos diferentes tempos de exposi¢dao. Conclui-se que houve menor crescimento
celular apds o tratamento com 10 pl nos diferentes tempos de exposi¢ao. Analogamente,
colonias de células SiHa (células tumorais cervicais imortalizadas) foram avaliadas 10
dias apds o tratamento com extrato de Baccharis trimera; a utilizacdo de 200 ng/mL da
fragdo fenolica reduziu a sobrevivéncia clonogénica em 4% + 0.57°2.

Pela historia da medicina, os produtos originados a partir de vegetais tém se
revelado como fontes valiosas de drogas antitumorais. Exemplos sdo o alcaldide vinca,
os texenos e as camptotecinas, derivados das plantas Catharantus roseus, do
Madagascar, da Taxus brevifolia, do Pacifico, e da arvore chinesa Camptotheca
acuminata, respectivamente’’. O cerrado, um patrimdnio natural da humanidade, pode
fazer parte desta historia a partir da realizagdo de mais estudos que permitam o
desenvolvimento de firmacos antitumorais mais seguros e acessiveis a partir do pequi e

de outras plantas deste importante bioma do centro oeste brasileiro.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que o extrato etanolico da
casca de pequi (Caryocar brasiliense) possui efeito citotoxico sobre as células de
osteossarcoma canino da linhagem D-17.

O extrato promove reducédo da viabilidade celular de forma dependente do

tempo de exposicdo por 72 horas e na concentracao 10 pl do extrato utilizado.
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