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RESUMO

O osteossarcoma € um tumor 6sseo maligno, altamente agressivo que possui prognostico
desfavoravel. O tratamento de escolha é a intervencao cirdrgica associada a quimioterapia
sisttmica. Entretanto, os quimioterapicos empregados atualmente possuem diversos efeitos
adversos aos pacientes que limitam o seu uso. Assim, pesquisas que visam novas alternativas
ao tratamento desse cancer séo de suma importancia. Com este estudo, objetivou-se avaliar, in
vitro, o potencial citotoxico de extratos das folhas da gabirobeira em células de osteossarcoma.
A partir das folhas dessa planta, foi extraido o extrato etandlico bruto e acetato de etila. As
células foram cultivadas e tratadas com ambos os extratos em diferentes concentracdes e tempos
de exposicdo pré-determinados. Foi analisada a citotoxicidade celular por meio do ensaio de
excluséo do azul de Tripan e calculado o ICso pelo método de reducédo dotetrazolio. O extrato
bruto apresentou maior citotoxicidade em comparagdo com o acetato, sendo o melhor resultado
no grupo tratado com 1,0uL/mL durante 48 horas. Ademais, o valor do ICso para 0 Gag situa-se
no intervalo sugerido como melhor citotoxicidade. Por fim, os extratos das folhas da gabirobeira
apresentaram acao citotoxica nas células de osteossarcoma in vitro.

Palavras - Chave: neoplasia 0ssea, cultivo celular, MG-63.
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ABSTRACT

Osteosarcoma is a highly aggressive malignant bone tumor that has an unfavorable prognosis.
The treatment of choice is surgical intervention associated with systemic chemotherapy.
However, the chemotherapeutic agents currently employed have several adverse effects on
patients that limit their use. Thus, research aimed at new alternatives to the treatment of this
cancer is of paramount importance. This study aimed to evaluate, in vitro, the cytotoxic
potential of extracts from leaves of gabirobeira in osteosarcoma cells. From the leaves of this
plant, the crude ethanolic extract and ethyl acetate were extracted. The cells were cultured and
treated with both extracts at different concentrations and at predetermined exposure times. Cell
cytotoxicity was analyzed by the Tripan blue exclusion assay and the ICso calculated by the
tetrazolium reduction method. The crude extract presented higher cytotoxicity compared to
acetate, and the best result was in the 1.0uL/mL group treated for 48 hours. In addition, the ICso
value for Gag is within the range suggested as the best cytotoxicity. Finally, extracts of the
leaves of the gabirobeira presented cytotoxic action in the cells of in vitro osteosarcoma

Keywords: bone neoplasms, cell culture, MG-63.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. Osteossarcoma

1.1. Caracteristicas Gerais

O osteossarcoma (OS) é o sarcoma 0sseo mais diagnosticado em humanos®. Os
sarcomas 0sseos sdo representados, principalmente, pelo osteossarcoma, condrossarcoma e
sarcoma de Ewing. Sdo neoplasias raras, de origem mesenquimal e alta heterogeneidade
histoldgica, molecular e genética. Apresentam alta morbidade e mortalidade?.

Apesar da baixa incidéncia dos sarcomas 6sseos, 0,2% das neoplasias malignas, o
OS é o tumor primario mais frequente, altamente agressivo, causando destruicdo local dos 0ssos
e possui alto potencial de metastases, principalmente nos pulmdes®*. Aproximadamente 80%
dos pacientes com metastases apresentam os pulmdes acometidos, preferencialmente na sua
periferia®.

A sua etiologia ainda é desconhecida, mas acredita-se que esteja relacionada com a
rapida proliferacéo das células durante o periodo de crescimento tecidual® ®. Além disso, varios
fatores podem contribuir para o seu surgimento, como idade, género, altura, raca e
anormalidades congénitas®. Possui maior incidéncia em homens; pessoas mais altas; jovens
(menores de 20 anos de idade) e idosos (acima de sessenta anos de idade)*®”,

Héa a possibilidade de predisposicao genética, como por exemplo nos pacientes com
retinoblastoma hereditario, sindrome de Li-Fraumeni (mutagdo do gene p53) ou sindrome
Rothmund-Thomson (mutacdo no gene RecQL4). Ademais, diversos fatores de risco podem
favorecer o seu desenvolvimento, como a radiagio ionizante e a Doenca de Paget®.

Pode acometer tanto o esqueleto axial como o apendicular, sendo esse 0 mais
diagnosticado, principalmente nas metafises dos ossos longos®®. A regido de maior ocorréncia
é a articulacdo fémoro-tibial, aproximadamente 50% dos pacientes, seguida da articulacdo
umero-radial®*°. O esqueleto axial representa, aproximadamente, 10% dos pacientes®. A
ocorréncia em 0ssos chatos, como escapula, pelve, coluna vertebral e cranio, aumenta com a
idade e raramente ocorre nos 0ssos do pulso e tornozelo®.

Os principais sintomas sdo a dor e o inchaco. Entretanto, também pode ocorrer
limitacdo da movimentagédo, devido a massa tumoral ou sinovite; hipertermia local; e fraturas
patologicas*®. Além de sintomas sistémicos, como perda de peso, febre e fadiga®.
Eventualmente a fratura patologica pode ser o primeiro sintoma da doenca, particularmente em

pacientes com tumores osteoliticos®.



O diagndstico dessa neoplasia € realizado por meio da anamnese, exame fisico e
exames complementares, como analises laboratoriais e de imagem®. A analise histoldgica do
material de bidpsia fornece o diagndstico definitivo, além de informacdes sobre o estadiamento
do tumor!l. A citologia pode ser realizada por puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF),
bidpsia de fragmento com agulha (BFA) ou por meio de inciséo cirtrgica®®.

Os marcadores biogquimicos, como a fosfatase alcalina sérica e o lactato
desidrogenase, encontram-se em niveis elevados nos pacientes com OS. Essa alteracdo ocorre
devido ao aumento da atividade osteoblastica. Assim, esses marcadores podem ser utilizados
para a avali¢cdo do progndstico do paciente e para a monitoragdo do tratamento. Os niveis mais
elevados estdo associados com um progndstico reservado e a persisténcia dessa elevagdo apos
o tratamento pode significar doenca residual, reincidéncia ou presenca de metastases™®.

A radiografia € o exame de imagem mais utilizado para a avaliacdo de neoplasias
osseas primariasi®!!, O OS pode apresentar aparéncia osteoblastica, osteolitica ou mista. Na
radiografia simples, pode ser observado o tridngulo de Codman, uma é&rea triangular de
calcificacio decorrente do deslocamento do peridsteo pela massa tumoral®°, Ademais, também
se observa lise 0ssea, aspecto de exploséo solar (sunburst), destruicdo do cortex, formacéao dssea
nos tecidos moles entre outras caracteristicas®®.

A ressonancia magnética é usada para a averiguacdo da extensdo do tumor, presenca
de massas de tecido mole, comprometimento medular e metastases®!'. E a ferramenta mais
precisa para determinar os limites da massa tumoral, tanto superficial quanto central’®. A
tomografia computorizada, por delinear a arquitetura dssea, é Util na avaliacdo da integridade
cortical, ossificacdo, calcificagdo e fratura patoldgical®. Também é empregada para detecgdo de
metastases pulmonares!!. A tomografia por emisséo de pdsitrons tem se apresentado como um
grande potencial na oncologia, pois pode ser utilizada tanto para a avaliacdo anatdmica quanto
funcional, metabdlica ou bioquimica®®.

O OS pode ser classificado, por meio de sistemas de estadiamento, conforme as
suas caracteristicas clinicas, radiologicas e histoldgicas. A classificagdo em maior grau indica
uma maior agressividade. O estadiamento de uma neoplasia auxilia na determinacdo do seu
tratamento, avaliacdo do prognoéstico, monitoramento dos resultados terapéuticos, além de
contribuir para a padronizagéo na sua classificagio®?.

O sistema de estadiamento da Sociedade Americana Muscoesquelética,
Musculoskeletal Tumor Society (MSTS), sistema de Enneking (Quadro 1), esta fundamentado
na classificagdo em estagios (1A, IB, IIA, 1IB e 111) a partir da avaliacdo do grau do tumor (G,

G1, G2), da extenséo local (T, T1, T2) e na presenca (M1) ou auséncia (M0) de metastases®2.



QUADRO 1 - Sistema de estadiamento Enneking. O osteossarcoma é classificado em estadios,

IA, 1B, LA, 11B e Ill, conforme grau, extensdo local e presenca ou auséncia de
metastases. Os estagios | e 11 sdo subdivididos de acordo com a extensdo do tumor
em intracompartimental (A) e extracompartimental (B). O grau é classificado em

baixo (Gl1), alto (G2); a extensdo em intracompartimental (T1) e
extracompartimental (T2); e por ultimo, auséncia (MO0) e presenca (M1) de
metéstases.

Estadio Grau Extenséo Metastase

IA Gl T1 MO

IB Gl T2 MO

A G2 T1 MO

1B G2 T2 MO

Il Glou G2 TlouT2 M1

Fonte: Adaptado de Jawad e Scully!?

Ja o sistema de estadiamento da American Joint Commission on Cancer (AJCC) é

baseado no sistema TGNM, T (de tumor), G (de grau), N (de linfonodo), M (de metastases).

Essa classificacdo esta fundamentada no tamanho do tumor, comprometimento dos linfonodos

e presenca de metastases'®, conforme Quadro 2.

QUADRO 2 - Sistema de estadiamento da American Joint Commission on Cancer (AJCC) do

ostessarcoma. Os tumores sdo classificados em estéadios (1, 11, 111 e 1V), grau (baixo
e alto). Os estagios | e 11 s@o subdivididos de acordo com o tamanho do tumor: (A)
menor que 8cm e (B) maior que 8cm. O estagio 1V é subdividido conforme a
localizagdo da metéstase: (A) no pulmé&o e (B) em outros 6rgaos.

Estadio Grau Tamanho Metastases

I-A Baixo <8cm Ausente

I-B Baixo >8cm Ausente

1-A Alto <8cm Ausente

11-B Alto >8cm Ausente

Il - - LesBes descontinuas no proprio 0sso
IV-A - - Pulmonares

IV-B - - N&o pulmonares

Fonte: Adaptado de Kundu®®

O progndstico dessa neoplasia depende da resposta ao tratamento quimioterapico e

do estado metastatico durante o seu diagndstico?. Apesar do aumento da taxa de sobrevivéncia,

de cindo anos, para 60% a 70% dos pacientes ser decorrente do tratamento quimioterapico, essa

taxa nos casos com metastases ou reincidéncias é de apenas 10% a 20%°.

1.2. Osteossarcoma em outras espécies

O OS tambem é o tumor 6sseo mais diagnosticado em outras espécies, como caes

e gatos. Em caninos compreende cerca de 80% das neoplasias 6sseas malignas, enquanto nos
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felinos domésticos aproximadamente 70%'*4. Entretanto, nos equinos e nos animais de
producio, a sua incidéncia é rarat*1>16,

Nos cées a incidéncia dessa neoplasia é 27 vezes maior do que nos humanos. A
semelhanca do OS em humanos, 0 canino ocorre principalmente nas regides metafisarias dos
0ssos longos, sendo relatado principalmente no esqueleto apendicular, cerca de 80% nos caes e
90% nos humanos’. Todavia, os membros anteriores dos cées, principalmente no radio distal e
umero proximal, sdo mais afetados, aproximadamente duas vezes mais do que 0s posteriores;
janos humanos, o local de maior incidéncia é a articulacdo do joelho, particularmente no fémur
distal e tibia proximall’. Outra semelhanca entre ambas as espécies sio os fatores de risco
envolvidos, como sexo e crescimento, sendo mais relatado em machos e em ragas de grande
porte. Embora, nos caes possui carater hereditario, com maior ocorréncia em determinadas
racas, como Rottweiler, Greyhound, Deerhound e Irish Wolfhound”!’.

Apesar das similaridades entre o OS canino e o humano, hé caracteristicas distintas
entre ambos, como a idade. Enquanto os cées adultos a idosos sdo mais afetados, com mediana
de oito anos de idade ao diagnostico, em humanos OS é contraditoriamente mais relatado nos
jovens. Porém, o OS canino possui um pequeno pico em animais jovens (menores que trés anos)
e em humanos possui um segundo pico de ocorréncia em pacientes com idade superior a
sessenta anos'’ 8,

Nos gatos, a idade média de ocorréncia do OS é de dez anos e nao ha predisposicao
por racas ou sexo'*'°. A incidéncia no esqueleto apendicular é semelhante ao axial, ja 0 OS
extraesquelético representa 40% dos casos'®. Embora o OS felino apresente similaridade
histolégica com o humano e o canino, o seu comportamento difere desses, especialmente no
potencial de metéstases. Aproximadamente 80% a 90% dos pacientes caninos apresentam
metastases, ja os felinos, apenas 5% a 10% dos casos'®?°. Ademais, a mediana de sobrevivéncia
de gatos com OS ap0s a remocdo cirdrgica do 0sso acometido € de quatro anos, ja para 0s cées
é de trés a quatro meses, e de um ano quando adicionado a quimioterapia adjuvante ao
tratamento?®.

Nos equinos, ao contrario dos humanos e dos pequenos animais, 0 OS possui maior
incidéncia na cabeca do que no esqueleto apendicular, principalmente na mandibula!®>2.,
Apesar de ter sido descrito na escapula, imero, radio e tarso’®?. Sua etiologia também ¢é
desconhecida, contudo o trauma, a radiagéo, a infecgéo viral e alguns fatores genéticos tém sido
considerados como fatores predisponentes?e,

Nos bovinos, como nos equinos, 0 OS é mais diagnosticado no esqueleto axial,

especialmente na regido da cabeca, porém também ha relatos no apendicular, como escapula,
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isquio e metacarpo'®?2. O OS na mandibula apresenta acentuado pleomorfismo e invasividade
local, embora, sem presenca de metastases'®. Em contrapartida, foi relatado presenca de
metastases no OS no isquio?®. Acredita-se que a mandibula é local de maior ocorréncia do OS
nos grandes animais devido aos traumas frequentes nesse local®3.

Diante das semelhancas entre 0 OS humano e o canino, como locais mais afetados,
predominancia pelo sexo masculino, alto potencial de metastases, entre outros, esse é
considerado como um modelo para estudo daquele®?®24, Assim, varios estudos comparam o
OS entre essas espécies, como por exemplo, 0 mesmo grupo de pesquisa envolvido neste
experimento demonstrou o potencial citotxico da S lapachona tanto na linhagem celular de
OS de origem humana MG-63, quanto na linhagem canina D-17. Na MG-63, o0 grupo tratado
por 72 horas (G72) com dosagem de 1,0uM apresentou menor viabilidade celular (VC) em
relagdo as concentragdes 0,1uM e 0,3uM. J& na D-17, a menor VC foi relatada no G7> com
concentracdo 0,3uM. As células da linhagem MG-63 apresentaram maiores necessidades
metabdlicas do que a D-17. Esse fato pode estar relacionado ao nimero de passagens daquelas

células estarem acima de 100, o que sugere que aquelas células estdo senescentes?>2°,

1.3. Tratamento

Até 0s anos 70, o tratamento para 0 OS nos membros era somente a amputacgdo. O
seu prognostico era desfavoravel, sendo que apenas 10% a 25% dos casos com auséncia de
metastase sobreviviam ap0s cinco anos decorridos da cirurgia®’. Na década de 70, as drogas
quimioterapicas, como doxorrubicina (DOX) e metotrexato (MTX), foram incluidas ao
tratamento, melhorando a resposta a0 mesmo?®, Primeiramente, esses farmacos eram usados
isoladamente; todavia, foi demonstrado que a combinacao entre eles possibilitava indices de até
70% sem recidivas, assim, a associacdo passou a ser a terapia mais aplicada®®*°. Atualmente, o
tratamento € multidisciplinar, abrangendo a radioterapia, a intervencdo cirdrgica, a
quimioterapia, além da associacdo desses®!. O protocolo quimioterapico mais utilizado
consiste no uso da cisplatina (CPD), DOX, MTX e ifosfamida (IFO)3232,

Ademais, em 35% a 45% dos pacientes com OS pode ocorrer resisténcia aos agentes
quimioterapicos, intrinseca ou desenvolvida ao longo do tratamento3. Varios sdo os
mecanismos dessa resisténcia, como a alteracdo da absorcdo e transporte da droga,

desintoxicacao celular, reparacdo dos danos ao DNA entre outros®.

1.4. Quimioterapicos



1.4.1. Cisplatina

A CDP é um agente antineopléasico amplamente utilizado no tratamento de diversos
tipos de cancer, como 0 OS%¢37. Apesar de ter sido relatada pela primeira vez em 1.844 por M.
Peyrone, a sua atividade antitumoral foi descoberta na década de 60 por Rosenberg ao observar
que produtos da eletrdlise dos eletrodos de platina inibiam o crescimento de Escherichia
coli*’®8, A atividade antineoplasica da CDP resulta da sua interagdo com o DNA, o que resulta
na formacéo de adutos CDP-DNA. Essa associagdo altera a estrutura conformacional do DNA,
por conseguinte, afeta o seu processo de replicacédo e transcricdo, inibe a sua sintese, altera o
ciclo celular e induz a apoptose®”°.

O uso da CDP ¢ limitado devido aos seus efeitos adversos, principalmente a
nefrotoxicidade, e também devido & resisténcia das células neoplasicas®®’. Além da
nefrotoxicidade, a CDP esta relacionada a neurotoxicidade, otoxicidade, reacdes alérgicas,
distlrbios gastrointestinais®’. O rim é o principal responsavel pela sua excre¢do, como também
é o local onde ocorre maior acimulo do farmaco. A concentracéo nas células tubulares epiteliais
é cinco vezes maior do que a concentragdo sérica, 0 que induz o estresse oxidativo, inflamacéo,
isquemia, diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e consequentemente insuficiéncia renal
aguda®™*°. A nefrotoxicidade induzida pela CDP pode ser minimizada através do uso de
diuréticos, como manitol e furosemida, como também por fitoquimicos, como 6-gingerol
(composto do Zingiber officinale), cannabidiol (composto do Cannabis sativa)*.

A resisténcia a CDP é considerada multifatorial, tendo como exemplos de causas a
reducdo de CDP no interior das células devido a perda de CTR1 (proteina transportadora de
alta afinidade para o cobre -copper transporter), inativacdo da CDP ativa pela glutationa (GSH)
ou metalotioneina presente no citoplasma, aumento do efluxo através dos transportadores de
cobre (ATP7A e ATP7B), mecanismos de reparacio do DNA®. Ela pode ser minimizada por
meio de associacdo com outros farmacos ou de técnicas que melhoram a entrega da CDP ao
DNA alvo, como a sua administracio em polimeros ou lipossomos®*3. A sua combinag&o com
produtos naturais, como Sun-Bai Pi (SBP), casca da raiz de Morus alba L., tem demostrado ser
uma estratégia para contornar os efeitos adversos desse quimioterapico. A combinacao da CDP
com o extrato de SBP resulta em reducgéo da viabilidade celular e aumento da morte celular por

apoptose em relagdo ao uso isolado da CDP*L,

1.4.2. Doxorrubicina
A DOX é um dos quimioterapicos mais utilizados no tratamento contra o cancer. E

um antibidtico glicosidico do grupo das antraciclinas (ANT), originalmente isolado de culturas



de Streptomyces peucetius var. caesius*>*®. As primeiras drogas dessa classe foram
desenvolvidas em 1960, resultando em avanco para o tratamento do céncer, uma vez que
possibilitou 0 aumento da sobrevida dos pacientes**,

A DOX ou adriamicina intercala-se entre os pares de bases do DNA, com isso inibe
a sintese de DNA e RNA. Além de inibir a enzima topoisomerase I, induzir & apoptose e a
formacdo de radicais livres que causam danos oxidativos as membranas celulares, proteinas e
DNA42’46.

Apesar de ser um antineoplasico amplamente usado na quimioterapia devido a sua
eficacia, o emprego da DOX ¢é limitado devido aos seus efeitos adversos, como a
cardiotoxicidade®®. As alterag@es cardiacas sdo causadas por diversos fatores, como geracéo de
espécies reativas de oxigénio, ruptura da homeostase férrica intracelular, formacdo de
metabolitos de ANT, como alcoois secundarios**. O miocérdio é mais susceptivel as ANT
devido ao seu elevado metabolismo oxidativo, reduzidas concentracbes de superdxido
dismutase e catalase nos cardiomiécitos e elevadas quantidades de mitocondrias, onde se
acumula a DOX e ha posteriormente a formacgdo de espécies reativas de oxigénio*’. Os
pacientes apresentam arritmias, miocardite, cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Estima-se que 11% dos pacientes sdo afetados pela forma aguda da
cardiotoxicidade e 1,7% pela forma cronica*.

A fim de limitar a cardiotoxicidade induzida pela DOX, vérias moléculas foram
analisadas como adjuvantes cardioprotetores, como betabloqueadores, blogueadores dos
receptores da angiotensina, leucovorina e eritropoietina*®. Ademais, diversos fitoquimicos
também apresentam atividade cardioprotetora, como a berberina (derivado da Berberis),
eugenol (derivado da Syzygium aromaticum), &cido arjundlico (derivado da Terminalia arjuna),

cannabidiol (derivado da Cannabis sativa)*.

1.4.3. Ifosfamida

A IFO é um pro-farmaco antineoplasico pertencente a classe oxazafosforina dos
agentes alquilantes de DNA**%°, E usada em associag&o a outras drogas no tratamento de OS
desde os anos 80°%. Ela inibe a replicacdo do DNA e induz & apoptose devido a ativagio de
caspases°?.

A IFO esta associada a nefrotoxicidade, encefalopatias, cardiotoxicidade e cistite
hemorragica (CH)®*%%. A CH esta presente em aproximadamente 70% dos pacientes. Ocorre
devido a reducéo de glutationa endogena e formacao de radicais livres, 0 que provocam edema,

tlceras, neovascularizagio, hemorragia e necrose na bexiga®*. Como forma de minimizar a CH,



recomenda-se a hidratagdo e administragdo de antioxidantes, como amifostina, polissulfato de
pentosano de sodio e Mesna®*. A Mesna ndo possui efeito antineoplasico, mas a sua associacao
com a IFO deve ser considerada pelo fato de minimizar a CH®3. Porém, 10% a 40% dos
pacientes tratados com Mesna ainda desenvolvem CH. Por conseguinte, deve-se pesquisar

novas alternativas para reduzir os efeitos adversos da IFO e otimizar a quimioterapia>*.

1.4.4. Metotrexato

O MTX ¢é um antimetabolico antagonista do acido folico, essencial para a sintese
de nucleotideos purinicos, os quais sdo necessarios para a sintese de DNA>®’, Os antagonistas
do &cido fdlico foram os primeiros antimetabolicos utilizados para fins terapéuticos e 0 MTX
foi a primeira droga usada como monoterapia nos tratamentos contra o cancer®*°. Esses
agentes inibem as vias metabdlicas que necessitam de carbono fornecido pelo acido félico ou
vitamina Bg¢® e possuem acdo anti-inflamatoria, antiproliferativa e imunossupressora, sendo
usados no tratamento de diversas doencas, como a artrite reumatica, psoriase e varios tipos de
neoplasias®®®®, O MTX inibe a producdo de metabdlitos essenciais para a sintese de
nucleotideos e, consequentemente, blogueia a divisao na fase S do ciclo celular®.

Apesar da sua eficacia, 0 MTX estd associado a efeitos adversos, como a
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, neurotoxicidade, toxicidade pulmonar e mucosites®®. O tipo
de toxicidade esta relacionada com a concentracio e o tempo de exposicdo®l. A nefrotoxicidade
é causada pela precipitacdo da droga e seus metabolitos nos tabulos renais ou pelo efeito toxico
direto®®. Ainda que sejam adotadas medidas preventivas como hidratacio, alcalinizacdo da
urina e uso da leucovorina, 1,8% dos pacientes com OS apresentam disfungéo renal, o que
diminui a excrecdo do MTX, que ocorre principalmente por via renal, aumentando a sua

concentracéo sérica e reduzindo o seu resgate pela leucovorina®?.

2. Novos agentes terapéuticos

Diante do exposto, incluindo os efeitos adversos, a resisténcia e a alta toxicidade
associados aos quimioterapicos, sao necessarias novas estratégias e abordagens terapéuticas
para o OS a fim de melhorar a sobrevida dos pacientes®2. Assim, a busca por novas alternativas
terapéuticas, medicamentos com menos efeitos adversos e com maior eficiéncia, é de suma
importancia®.

Diversas pesquisas estudam o potencial terapéutico, incluindo o efeito

antineoplasico, dos produtos naturais. Esses produtos, como as plantas, 0s organismos marinhos



e 0s microrganismos, sdo utilizados na terapia contra o cancer a mais de quarenta anos e as
plantas tém sido uma importante fonte para novos antineopléasicos®®%. Estima-se que mais de
60% desses medicamentos sejam derivados de fontes naturais®*; entre os 128 antineoplasicos
liberados no mercado durante o periodo compreendido entre 1981 e 2010, 12 eram produtos
naturais e 32 derivados de produtos naturais®®. Ademais, desde 1961, aproximadamente nove
antineopléasicos derivados de plantas foram aprovados nos EUA, como a vincristina e a
vimblastina derivados da Catharanthus roseus; o etoposido e o teniposido derivados
semissintéticos do metabolito podofilotoxina da Podophyllum peltatum®3,

Dentre os estudos com as plantas, destacam-se 0s que pesquisam um possivel
potencial terapéutico nas plantas do cerrado brasileiro. Esse é o segundo maior bioma brasileiro,
ocupa aproximadamente 23% do territorio nacional. Apresenta grande diversidade floristica,
considera-se que seja a savana tropical mais rica do mundo em termos de biodiversidade, além
de possuir diversas espécies com potencial terapéutico, inclusive atividade antitumoral®®®’.

Os frutos do cerrado, como pequi, baru, caigata, jenipapo, buriti, jabuticaba, séo
considerados uma fonte de substancias bioativas, como compostos fenolicos. Esses compostos
estdo diretamente relacionados com a atividade terapéutica dessas plantas®’. Ademais, foi
constatado potencial antineoplasico em vérias plantas desse bioma, como as das familias
Annonaceae, Apocynaceae e Fabaceae, cuja propriedade medicinal deve-se ao terpenos e
compostos fendlicos®. Outras espécies também apresentam potencial antiproliferativo, como

as plantas familia Myrtaceae, incluindo a Campomanesia adamantium®®,

3. Campomanesia adamantium

A Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg (Myrtaceae) é popularmente
conhecida como guavira, gabiroba, guabiroba-do-campo, guabiroba-do-cerrado, guabiroba-lisa
e guabiroba-branca®®®®. Essa planta pertence a familia Myrtaceae e a subfamilia Myrtoidea. A
familia Myrtaceae possui aproximadamente 5.500 espécies, classificadas em 144 géneros e 144
tribos. A tribo Myrteae é a mais diversificada, possui 2.500 espécies, incluindo a C.
adamantium?®,

A tribo Myrteae representa a familia Myrtaceae nas regides neotropicais.
Entretanto, também é descrita no sudeste asiatico, nordeste da Australia e ilhas do Pacifico’®.No
Brasil, esta presente no cerrado, regido Centro-Oeste, e no Sudeste®®"2,

A C.Adamantium é um arbusto (Figura 1-A), com até 2 m de altura, bastante

ramificado e com ramos delgados, glandulares e glabros®® 2. As folhas sdo opostas, elipticas a
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abovadas, possuem superficie lisa e glabra, textura membranécea, base aguda a obtusa, margem
sinuosa e ciliada’. Eles florescem entre setembro e novembro’™ e os pedinculos s&o longos,
glandulares, glabros e levemente achatados. Os botdes florais sdo glabros, glandulares, abertos
e possuem duas bractéolas na sua base e suas flores sdo brancas e solitarias, sendo uma flor por
pedunculo. Apresentam célice com cinco sépalas unidas na base e corola com cinco pétalas. Os
estames s@o de diversos tamanhos e pubescentes na base; as anteras basifixas e ndo possuem
glandulas; o estilete é caduco; o estigma captado; o hipanto infundiliforme, glabro e glandular;
e 0 ovario locular’.

Os frutos, Figura 1-B, amadurecem de novembro a dezembro, sdo redondos, verde-
amarelados, suculentos e possuem aroma citrico®® 72, Sdo comestiveis “in natura” e usados
na fabricacio de sucos, licores, doces®> . Na indUstria de bebidas, sdo utilizados como
flavorizantes devido as suas caracteristicas e constituintes, como, acidez acentuada, minerais,

acido ascorbico, fibras alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos’?.

LA, i AN B R
FIGURA 1 - A) Gabirobeira (Campomanesi
Fonte: Arquivo Pessoal

o
a adamantium); B) Frutos da gabirobeira.

3.1. Potencial terapéutico

Na medicina popular, diferentes partes C. adamantium sdo utilizadas no tratamento
de diversas doencas. As folhas e os frutos sdo usados como antiinflamatérios,
antidiarreicos,antigripal, anti-reumatico e em infeccdes urinarias®®® 73, J4 as raizes, sdo usadas
no tratamento de diabetes®®. Ademais, também s&o empregadas na redugéo do colesterol®®.

Em estudos com essa planta, foram encontradas substancias com atividade
antimicrobiana, antiinflamatoria, antinociceptiva’.Foram identificados compostos fendlicos
em seus frutos e folhas’*". Em suas folhas, foram identificados flavondides, como flavanonas,

chalconas, miricitrina, quercetina e rutina’®.Além disso, foi sugerido que esses compostos s3o
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os principais contituintes das folhas da gabirobeira’’. Os flavonodides sio metabdlitos
secundarios de plantas e sdo encontrados em frutas, vegetais, casca, graos, flores, raizes, caules.
Diversas pesquisam estudam o potencial antineoplasico desses compostos’®.

As atividades antiinflamatéria e antinociceptiva foram demonstradas, em
camundongos, a partir da polpa microencapsulada por meio de secagem por pulverizacdo’®.
Como também nos extratos de acetato de etila e aquoso das suas folhas’®, além dos dleos
essenciais da semente e casca do fruto®.

O fruto da gabiroba também apresentou potencial hepatoprotetor devido aos seus
compostos antioxidantes, como os flavondides’™. O extrato aquoso da sua raiz apresentou
reduc&o dos niveis séricos de colesterol total e triglicérides, além de propriedade antioxidante®!.

Ainda, o seu potencial antiproliferativo foi demonstrado em estudos com linhagens
celulares de cancer de prostata® e leucemia®®. Foi relatado que a chalcona cardamonina, isolada
do extrato etanolico das folhas, apresentou atividade antiproliferativa em células de cancer de
prostata da linhagem celular PC-3%. O extrato aquoso das folhas e das raizes apresentaram
atividade antileucémica pela via apoptotica intrinseca. Foi identificado, principalmente,
flavonoides glicosilados no extrato das folhas e acido elagico, um polifenol, e seus derivados
no extrato da raiz®.

Considerando-se a relevancia do OS e a necessidade de novas terapias para a
doenca, objetivou-se, com este estudo, verificar os efeitos citotdxicos do extrato etandlico bruto
e acetato de etila das folhas da gabiroba (Campomanesia adamantium) nas células de

osteossarcoma in vitro.
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CAPITULO 2 - EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DA GABIROBEIRA
(Campomanesia adamantium) REDUZ A PROLIFERACAO DE CELULAS DE
OSTEOSSARCOMA CULTIVADAS IN VITRO

RESUMO

O osteossarcoma € a neoplasia 6ssea maligna mais diagnosticada em humanos, com maior
incidéncia em criancas e jovens. E altamente agressivo e possui elevado potencial de
metastases. O seu tratamento baseia-se na associagdo entre quimioterapia e intervencdo
cirurgica. Entretanto, os quimioterdpicos utilizados atualmente, como a doxorrubicina,
apresentam diversos efeitos adversos ao paciente. Diante disso, ha uma demanda crescente por
novos quimioterapicos que impulsionem novas pesquisas, como as que envolvem os compostos
extraidos de plantas, tais como a gabirobeira. Por meio deste estudo, objetivou-se averiguar, in
vitro, os efeitos citotdxicos do extrato etanolico, tanto o bruto como o acetato de etila, das folhas
da gabirobeira em células de osteossarcoma. A citotoxicidade foi analisada pelo método de
excluséo do azul de Tripan e o I1Cso calculado pelo método de redugéo do tetrazdlio. O extrato
etandlico das folhas da gabirobeira apresentou agdo citotoxica nas células de osteossarcoma in
vitro. O grupo tratado com o extrato bruto com 1,0ul/mL durante 48 horas apresentou maior
citotoxicidade e o menor valor de ICso para esse extrato foi encontrado no intervalo de 24 a 48
horas.

Palavras-chave: Extratos de plantas, tumor, Campomanesia adamantium.

ETHANOLIC EXTRACT OF GABIROBEIRA LEAVES (Campomanesia adamantium)
REDUCES THE PROLIFERATION OF OSTEOSARCOMA CELLS CULTIVATED IN
VITRO

ABSTRACT

Osteosarcoma is the most diagnosed malignant bone neoplasm in humans, with greater
incidence in children and young people. It is highly aggressive and has a high potential for
metastases. Its treatment is based on the association between chemotherapy and surgical
intervention. However, chemotherapy currently used, such as doxorubicin, has several adverse
effects on the patient. Faced with this, there is a growing demand for new chemotherapeutics
that drive new research, such as those involving compounds extracted from plants, such as
gabirobeira. The aim of this study was to investigate in vitro the cytotoxic effects of the
ethanolic extract, both crude and ethyl acetate, from the leaves of gabirobeira on osteosarcoma
cells. Cytotoxicity was analyzed by the Tripan blue exclusion method and the ICsq calculated
by the tetrazolol reduction method. The ethanolic extract from the leaves of gabirobeira
presented cytotoxic action in the cells of osteosarcoma in vitro. The group treated with the crude
extract with 1.0uL/mL during 48 hours had a higher cytotoxicity and the lowest ICso value for
this extract was found in the range of 24 to 48 hours.

Key words: Plant extracts, tumor, Campomanesia adamantium.
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1. Introducgéo

O osteossarcoma (OS) é um tumor 6sseo maligno, de origem mesenquimal,
altamente agressivo, com alta morbidade e mortalidade. Além disso, apresenta elevado
potencial de metastases, principalmente nos pulmdest,

O diagndstico é baseado no histdrico clinico, exames fisicos laboratoriais e
complementares, como a radiografia e histopatologia®. O tratamento, geralmente, ¢ multimodal,
inclui quimioterapia sistémica e cirurgia®. Os quimioterapicos mais utilizadas s&o cisplatina
(CDP), doxorrubicina (DOX), metotrexato (MTX) e ifosfamida (IFO), tanto como terapia
neoadjuvante (pré-operatorio) quanto na fase adjuvante (pds-operatorio)®’. Apesar de serem
importantes para o tratamento do paciente, esses farmacos podem ocasionar efeitos adversos a
curto e a longo prazo, como nauseas, vomito, alopecia, mucosite, nefrotoxicidade, entre outros’.
Ademais, 0 seu prognostico é reservado para 0s pacientes com metastases. As taxas de
sobrevivéncia em cinco anos apos o diagnéstico de OS para 0s pacientes com metastases é de
apenas 10% a 30%, sendo que para os pacientes sem metastases é de 60% a 70%°.

A incidéncia de reacdes adversas justifica a busca por novos agentes
antineoplasicos. Nos Ultimos anos, houve um crescimento no nimero de pesquisas para a
descoberta de novos quimioterapicos, utilizando-se, muitas vezes, plantas e outras fontes
encontradas na natureza®. O cerrado brasileiro é considerado como uma fonte de recursos
bioldgicos®. Sua flora é rica em espécies frutiferas que apresentam grande potencial terapéutico,
como a Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg, conhecida popularmente como
guabiroba, guavira, guariroba, guabiroba-do-campo, guabiroba-do-cerrado, guabiroba-lisal®1?,

A C. adamantium é um arbusto, com ramos delgados e bastante ramificados,
medindo até 2 m de altura'>!3, Suas folhas sdo simples, opostas, ovais ou elipticas; florescem
de setembro a novembro e possuem flores brancas e solitarias!®!4. Os frutos amadurecem de
novembro a dezembro, sdo redondos, de cor verde escuro a claro e amarelo'?4. Sdo comestiveis
tanto pelos animais quanto pela populacdo local, além de serem utilizados na fabricacdo de
produtos alimenticios, como sucos, doces, licores e geleias'4,

Na medicina popular, essa planta é usada como antidiarreica, antimicrobiana,
antioxidante, anti-reumatica, antitumoral, assim como em infecc¢des do trato urogenital, reducéo
dos niveis de colesterol e tratamento de diabetes'®215® Estudos ja demonstraram a sua
atividade antimicrobiana, antiproliferativa, antiinflamatdria e antinociceptiva®t1>17.18: glém

do potencial citotdxico do extrato das suas folhas'®!*.Foi relatado que a chalcona cardamonina,
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isolada do extrato etandlico das sua folhas, apresenta atividade antiproliferativa em células de
cancer de prostata da linhagem celular PC-3%L,

A fim de identificar compostos com provavel potencial antineoplasico e,
porventura, demonstrar uma possivel alternativa aos tratamentos quimioterapicos atualmente
utilizados, objetivou-se, por meio deste estudo, aferir os efeitos citotoxicos do extrato etandlico
bruto e do extrato acetato de etila das folhas da gabirobeira em células de OS cultivadas in vitro.

2. Materiais e métodos

2.1. Material botéanico e obtencdo do extrato

O extrato etandlico bruto das folhas da gabirobeira (EBFG) foi obtido a partir de
folhas secas e fragmentadas da C. adamantium, por meio do método de extracdo por maceracao.
O material botéanico, folhas da gabirobeira, foi colhido no Campus de Jatai da Universidade
Federal de Goias (UFG) (S 16° 17 26.6”, W 048° 57’ 21.1”) e identificado pela Prof'. Dr".
Luiza 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 conteldo enzimatico. Posteriormente, foram trituradas em moinho
elétrico de facas. A extracdo do extrato ocorreu por meio da maceracao do material vegetal em
alcool absoluto, na proporc¢éo de 2.200mL de &lcool/480g de p6, 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.

Para a obtencéo do extrato acetato de etila (EAFG) a partir do extrato bruto, esse
foi submetido ao processo de particdo sélido-liquido. O extrato foi transformado em pastilha,
apos ser colocado em silica-gel. Essa foi colocada em coluna cromatografica e adicionado

acetato até o ponto de saturacdo afim de obter a fracdo de acetato de etila.

2.2. Celulas e cultura

Primeiramente, o projeto foi submetido & avaliagio prévia do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Goias (CEP/UFG).

As celulas de OS (MG-63, BCRJ 0173, Lote 000888, Passagem 104), originarias
da ATCC (American Type Culture Collection — Manassas, VA, USA), foram adquiridas no
Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ — Rio de Janeiro, Brasil). Elas foram mantidas em
incubadora umidificada a temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO,. O seu cultivo, em

garrafas, foi realizado em meio Dulbecco modificado de Eagle (DMEM) acrescido de 20% de
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soro fetal bovino, anfotericina B e L glutamina (todos provenientes da Cultilab, Campinas,
Brasil) de acordo com 0 método de Yu et al®.

2.3. Delineamento experimental

Apos a etapa de cultivo, as células foram quantificadas na cAmara de Neubauer e
semeadas em placas de 96 pogos contendo 100puL de meio DMEM, nas concentragdes de5x10*
e 1x10% respectivamente, para a avaliacdo da viabilidade celular (VC) pelo método de exclusio
do azul de Tripan e para o0 ensaio da VC pelo método de reducéo 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 CO», por 24 horas.

Em seguida, o meio foi desprezado e 0s pocos tratados ou ndo com o extrato das
folhas da gabirobeira (EBFG e EAFG), por 24 (Gzs), 48 (Gag) e 72 horas (G72), nas
concentragdes de 0,1pul/mL, 1pL/mL, 10uL/mL e 100puL/mL. Além do grupo controle (GC)
negativo, tratado unicamente com dimetilsulféxido (DMSO, Cultilab, Campinas, Brasil), com
a finalidade de verificar se a morte celular presente nos grupos tratados com os extratos €
decorrente unicamente ao efeito desses, uma vez que os extratos sdo diluidos no DMSO.

Apos o tratamento com o extrato, 0 meio foi descartado e as células submetidas as
seguintes analises: avaliacdo da VC pelo método de excluséo do azul de Tripan e ensaio da VC
pelo método de reducdo do tetrazélio. Ambos os ensaios foram realizados em trés experimentos

independentes e em triplicatas.

2.4. Avaliacdo da viabilidade celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan

Para a avaliacdo da VC pelo método de exclusdo do azul de Tripan, a técnica
empregada foi adaptada de Mosman® e Peres & Curi®*.Ap6s o tratamento, os pogos foram
lavados, duas vezes, com 100uL de salina fosfato tamponada, (phosphate buffered saline, PBS,
Cultilab, Campinas, Brasil). Em seguida, as células foram ressuspendidas. Para essa suspenséo,
foi utilizado 100puL de tripsina (Cultilab, Campinas, Brasil) em cada pogo; em seguida, as placas
foram mantidas na incubadora umidificada por cinco minutos, foram homogeneizadas e
mantidas por mais cinco minutos na incubadora. Logo apds, a tripsina foi inativada com
100uLde DMEM.

Posteriormente, o material foi centrifugado a 1400rpm por dez minutos; o meio foi
descartado; e as células ressuspendidas em 1mL de DMEM. Dessa nova solugdo, foram
transferidos 40uL para microtubos tipo eppendorfs contendo 40uL de azul de Tripan (Trypan
Blue - Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Em seguida, a fim de determinar o tamanho celular
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(TC), a VC e acitotoxicidade celular (CT), 10uL dessa nova solugao foram instilados em lamina
para a leitura do equipamento contador automatico de células Luna Automated Cell Counter. A
CT foi estimada atraves da equacao:

%CT =100 — [(abs do tratamento/abs do controle negativo) x 100] (equacdo 1)
Sendo CT a citotoxicidade e abs a absorbéncia.

Os dados obtidos foram analisados pelo Teste Scott Knott; foi calculado a média doTC,
VC e CT para cada grupo de tempo de exposi¢ao (Gzs, Gas € G72) de ambos os extratos (EBFG
e EAFG).

2.5. Ensaio da viabilidade celular pelo método de reducéo do tetrazolio (MTT)

O ensaio da viabilidade celular pelo MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-
2H-tetrazdlio] foi realizado a partir da adaptacdo da técnica descrita por Yu et al'®. Apds o
tratamento, foi adicionado, em cada poco, 10uL de MTT, previamente diluido em salina fosfato
tamponada, phosphate buffered saline (PBS, Cultilab, Campinas, Brasil) na proporcdo de
500mg de MTT para 100mL de PBS, e as placas mantidas na incubadora umidificada por trés
horas. Logo depois, foi adicionado, a fim de interromper a reacao, 50uL de sddio dodecil sulfato
(sodium lauryl sulfate,SDS, Vivantis Biochemical) a 10% e as placas mantidas em temperatura
ambiente por 24 horas. A solucdo de SDS 10% foi preparada a partir de 1g de SDS; 9mL de
solugdo de acido cloridrico a 0,01N; 0,15mL de &cido cloridrico e 499,85mL de &gua destilada.

Posteriormente, a densidade Optica dos pocos foi quantificada em
espectrofotdbmetro (Awareness Technology Ine/ Stat Fax 2100, 425nm — 540nm, Palm City, FL,
USA) e o valor da concentracao que inibe 50% da viabilidade celular (Inhibitory concentration
- ICso, em pL/mL) foi determinado por meio do programa estatistico GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3. Resultados e Discussao

Através do ensaio de exclusdo do azul de Tripan foi calculada a média do TC, VC e
CT para as concentra¢des utilizadas (0,1pL/mL, 1pL/mL, 10uL/mL e 100uL/mL) nos trés
tempos de exposicdo (G2s, Gas € G72) de ambos os extratos (EBFG e EAFG). Esse ensaio é um
método utilizado para a avaliacdo da citotoxicidade por meio da mensuracdo da VC. Essa
analise permite identificar as células inviaveis, pois essas células sdo coradas e as viaveis néo.

Essas, ndo permitem que o corante, azul de Tripan, penetre no meio intracelular devido a
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integridade das suas membranas. J& as células mortas, em razdo das suas membranas
danificadas, propiciam a passagem do corante e coram-se em azul.

Em relacdo ao EBFG, os trés parametros ndo apresentaram diferenca estatisticas
entre as concentracdes utilizadas para os grupos Gz4 € G72, assim como o TC no Gag. Entretanto,
a VC e a CT do Gag apresentaram diferenca estatistica entre as concentra¢cdes OuL/mL e
0,1uL/mL em relacdo as 1pul/mL, 10uL/mL e 100uL/mL, conforme Tabela 1.

TABELA 1 - Média dos pardmetros tamanho celular (TC), viabilidade celular (VC) e
citotoxicidade (CT) para cada grupo de concentragdo (0,1pL/mL, 1pL/mL,
10pL/mL e 100pL/mL) do extrato etandlico bruto das folhas da gabirobeira
(EBFG) em relagéo ao tempo de exposi¢éo (24, 48 e 72 horas). Os dados foram
calculados pelo teste estatistico Scott Knott a partir dos valores obtidos do
equipamento contador automatico de células Luna Automated Cell Counter da
analise de VC pelo método de excluséo do Azul de Tripan. Para o ensaio, foram
realizados trés experimentos independentes e em triplicata.

Tempo de Concentracdo do EBFG
L Parametro
exposicao OpL/mL 0.1pL/mL  1lpL/mL 10pL/mL  100pL/mL
%TC 100 99.35 93.7 99.47 100.19
24 horas %VC 100 62.6 71.19 96 62.6
%CT 100 123.62 128.42 111.15 131.62
%TC 100 112.67 101.97 107.52 106.22
48 horas %VC 100 85.7 57.26" 25.79" 40.29"
%CT 100 137.56 185.6 219.04" 200.17"
%TC 100 100 96.97 94.43 88.65
72 horas %VC 100 118.61 99.89 82.82 76.34
%CT 100 102.48 11451 136.05 132.56

*Diferenca estatistica em relagcdo ao grupo controle (OpL/mL), porém sem diferenca entre si.

Diante disso, é possivel constatar que o EBFG néo apresentou acdo dose e tempo
dependente, 0 Gag apresentou maior potencial do que 0 Gas € Gy, iSS0 pode sugerir que a sua
acdo citotoxica diminui com determinado tempo de exposic¢do. Nesse sentido, faz-se necessario
investigar o seu efeito em tratamentos consecutivos durante o tempo de exposi¢cdo. Alem disso,
também é possivel constatar que dentre as concentragdes utilizadas no Gag, as concentragdoes

luL/mL e 10puL/mL e 100puL/mL apresentaram resultados significativamente melhores. Porém
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destaca-se a 1uL/mL, pois ¢ a menor dentre elas e, por conseguinte, possui, em tese, menores
efeitos adversos.

No que se refere ao EAFG, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracfes
utilizadas (0,1uL/mL, 1pL/mL, 10uL/mL e 100uL/mL) nos trés tempos de exposi¢ao (Gzs, Gas
e G72) em nenhum dos trés parametros analisados (TC, VC e CT), conforme a Tabela 2. Assim,
verifica-se que o EBFG possui maior potencial antiproliferativo do que o EAFG, pois aquele
demonstrou menor VC e maior CT. Tal fato sugere que os compostos responsaveis pelo efeito
citotoxico estdo em menor quantidade na fracdo acetato. O extrato etanolico da Mesona
Palustris BL também apresentou maior citotoxicidade, 1Cso 146,0pug/mL, em relagdo ao acetato
de etila, 1Cs0 182,96 pg/mL?.

TABELA 2 - Média dos parametros tamanho celular (TC), viabilidade celular (VC) e
citotoxicidade (CT) para cada grupo de concentragdo (0,1ul/mL, 1ulL/mL,
10pL/mL e 100puL/mL) do extrato acetato das folhas da gabirobeira (EAFG)
em relacdo ao tempo de exposicdo (24, 48 e 72 horas). Os dados foram
calculados pelo teste estatistico Scott Knott a partir dos valores obtidos do
equipamento contador automatico de células Luna Automated Cell Counter da
analise de VC pelo método de exclusdo do Azul de Tripan Para o ensaio, foram
realizados trés experimentos independentes e em triplicata.

Concentracdo do EAFG

Tempo de
L Parametro OpL/m
Exposicao . 0.1pL/mL  1pL/mL 10pL/mL  100pL/mL
%TC 100 76.63 88.79 87.88 88.32
24 horas %VC 100 119.58 151.19 163.95 96.86
%CT 100 117.56 94.96 107.97 113.67
%TC 100 81.67 84.39 96.08 82.16
48 horas %VC 100 56.14 116.29 95.47 83.14
%CT 100 132.5 90.92 104.43 116.3
%TC 100 96.6 94.54 90.99 88.22
72 horas %VC 100 89.62 92.26 61.59 80.34
%CT 100 129.97 101.86 142.63 117.56

Comparando o TC dos dois extratos utilizados, nota-se que 0s grupos Gas, Gag e G72
tratados com o EBFG apresentaram TC maior em comparagao com 0s grupos tratados com o

EAFG. Porém, os grupos Gz4 € G72 ndo apresentaram diferenca estatistica entre os extratos
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utilizados, ao contrério do Gas, conforme Figura 1. Além disso, o TC do grupo G7> de ambos
0s extratos foi inversamente proporcional a CT, o TC foi menor com o aumento da CT. O
encolhimento celular, condensacdo e fragmentacdo nuclear durante a apoptose de células
neoplasicas, como as linhagens celulares de cancer de figado, pulméo e célon, foram relatados
na Hedyotis difusa®. Entretanto, 0 TC dos grupos G4 e Gas de ambos 0s extratos apresentaram
TC diretamente proporcional a CT e inversamente proporcional a VC. A inducdo a morte de
células neoplésicas pode ser sucedida de proliferacdo das células sobreviventes a terapia, o que
pode resultar em uma maior variabilidade genética e selecao de células neoplasicas com aptidao

superior®*. Logo, o TC elevado nesses grupos pode sugerir uma selecdo de células neoplasicas.

Tamanho das células
110.00
*
105.00
100.00
95.00
90.00 x
85.00
80.00
75.00
24 horas 48 horas 72 horas
m Extrato bruto Extrato acetado de etila

FIGURA 1 - Representacdo gréfica da média dos valores tamanho das células
(TC), obtidos por meio do ensaio de exclusdo do azul de Tripan. As
células de osteossarcoma foram submetidas ao tratamento com o
extrato etanolico bruto e acetato das folhas da C. adamantium nas
concentragdes 0,1plL/mL, 1uL/mL, 10puL/mL ¢ 100puL/mL durante
24,48 e 72 horas. Para o ensaio, foram realizados trés experimentos
independentes e em triplicata para cada extrato.
*Houve diferenca estatistica entre os extratos bruto e acetado.

Em relagdo a VC, essa teve uma redugdo progressiva para o EAFG. Ja para o EBFG,
teve reducgéo progressiva apenas entre os intervalos de 24 e 48 horas; de 48 a 72 horas teve um
aumento progressivo. Além disso, a VC dos grupos Gos e Gag foi menor para 0 EBFG em
comparacdo com EAFG. Todavia, a VC do Gr2 foi menor quando submetido ao EAFG. Os G2
e Gag também apresentaram diferenca estatistica entre os extratos, enquanto o0 G72 ndo mostrou

diferenca, conforme Figura 2. Diante disso, nota-se que 0 Gas do EBFG apresentou menor VC.
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Viabilidade Celular
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FIGURA 2 - Representacdo grafica da média dos valores da viabilidade celular
(VC) obtidos por meio do ensaio de exclusdo do azul de Tripan. As
células de osteossarcoma foram submetidas ao tratamento com o
extrato etandlico bruto e acetato das folhas da C. adamantium nas
concentragdes 0,1ul/mL, 1pL/mL, 10ul/mL e 100uL/mL durante
24, 48 e 72 horas. Para o ensaio, foram realizados trés experimentos
independentes e em triplicata para cada extrato.
*Houve diferenga estatistica entre os extratos bruto e acetado.

Jano tocante a CT, 0s grupos Gas e Gas apresentaram maior CT quando submetidos ao
tratamento com EBFG, enquanto que o G2 apresentou menor CT. Porém apenas 0 Gag
apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos utilizados, conforme Figura 3. Isso
corrobora com a hipétese de que o EBFG possui maior citotoxicidade que o EAFG e que
provavelmente os compostos responsaveis por essa acdo citotoxica ndo estdo presentes na
fracdo EAFG. Além do mais, o intervalo de 48 horas do EBFG apresenta melhor potencial

antineoplasico e sua acdo reduz com o tempo, a partir das 48 horas.
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Citotoxicidade Celular
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FIGURA 3 - Representacéo grafica da média dos valores da citotoxicidade celular
(CT), obtidos por meio do ensaio de exclusdo do azul de Tripan. As
células de osteossarcoma foram submetidas ao tratamento com o
extrato etandlico bruto e acetato das folhas da C. adamantium nas
concentragdes 0,1ul/mL, 1uL/mL, 10uL/mL e 100uL/mL durante
24, 48 e 72 horas. Para o ensaio, foram realizados trés experimentos
independentes e em triplicata para cada extrato.
*Houve diferenca estatistica entre os extratos bruto e acetado.

O ICsg, concentragdo necessaria para inibir 50% das celulas in vitro, foi calculado
a partir dos dados do ensaio da VC pelo MTT, por meio do programa estatistico GraphPad
Prism. O ensaio do MTT é um teste colorimétrico, em que as medidas de absorbancia séo
medidas no final do ensaio. O tetrazolio do MTT, composto de coloracdo amarela, é clivado
pelas desidrogenases mitocondriais e agentes redutores presentes nas células viaveis em cristais
de formazan, composto de coloragao azul.

Em relacdo ao EBFG, esse apresentou aumento progressivo do ICsocom o tempo de
exposicéo ao extrato. Entretanto, o seu valor do Gag situou-se no intervalo proposto de melhor
citotoxicidade, conforme Figura 4. O valor elevado do ICso no G2 corrobora com os resultados
encontrados na avaliacdo da citotoxicidade, em que houve menos morte celular em relagdo ao
Gas. Por conseguinte, reforga a tese que a agao desse extrato diminui com o tempo de exposicao;
portanto, é necessario investigar a atividade antiproliferativa desse extrato por meio de

tratamentos consecutivos ao longo do tempo de exposigao.
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FIGURA 4 - Representacdo grafica dos valores da concentracdo necessaria
para inibir 50% (ICsp em uL/mL), calculado por meio do ensaio
da viabilidade celular pelo método de reducdo do tetrazdlio
(MTT). As células de osteossarcoma da linhagem MG-63 forma
submetidas ao tratamento com o extrato etandlico bruto e
acetato das folhas da gabirobeira (C. adamantium) nas
concentracdes 0,1pL/mL, 1pL/mL, 10pL/mL e 100uL/mL
durante 24, 48 e 72 horas. Para o ensaio, foram realizados trés
experimentos independentes e em triplicata para cada extrato.

Uma consideracdo relevante ao extrato da C. adamantium é a relacdo entre o
material boténico utilizado e o seu potencial citotoxico.Em anélise da atividade antiproliferativa
do extrato aquoso das suas folhas e raizes em leucemia, constatou-se, respectivamente, I1Cso de
40pg/mL e 80pg/mL em células Jurkat (linfocitos T neoplésicos)'®. Assim, apesar de ja ter sido
demonstrado o potencial citotoxico das suas folhas'® 1, é necessario pesquisar outros tipos de
materiais botanicos.

A linhagem celular empregada nas anélises é outro fator a ser considerado. Na
leucemia, o extrato aquoso das folhas da C. adamantium, ndo apresentou efeito significativo
nas células mononucleares do sangue periférico enquanto que nas de Jurkat demonstrou
atividade citotoxica. O mesmo trabalho demonstrou que a vimblastina promoveu morte celular
tanto nas celulas mononucleares do sangue periférico quanto nas de Jurkat, porém apresentou

valores distintos de ICso, respectivamente, 25,9ug/mL e 9,5ug/mL.
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4. Concluséao

A partir da andlise dos resultados obtidos, conclui-se que o extrato etanolico das
folhas da gabiroba (Campomanesia adamantium) possui efeito citotoxico em células de
osteossarcoma da linhagem MG-63, sendo mais acentuado no extrato bruto do que no acetato
de etila e apos 48 horas de tratamento aquele extrato.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

O ostessarcoama ¢ a neoplasia 6ssea maligna mais diagnosticada em humanos. E
altamente agressivo e possui progndstico reservado a desfavoravel. Ademais, o0s
quimioterapicos utilizados atualmente possuem diversos limitantes, como os efeitos adversos.
Nesse sentido, h4 uma demanda crescente por novos farmacos, com menores reacdes aos
pacientes.

Nesse contexto, foi investigado o potencial citotoxico do extrato etanolico das
folhas da gabirobeira (C. adamantium) sobre as células de osteossarcoma da linhagem MG-63,
visto que a atividade antiproliferativa das folhas dessa planta foi demonstrada em outras
neoplasias. Como nédo existem dados sobre o potencial desse extrato no osteossarcoma, tratou-
se de um estudo original. Foi analisado tanto o extrato etandlico bruto quanto o acetato de etila.

Constatou-se que a C. adamantium possui a¢do citotdxica nessas células, sendo um
promissor agente antineoplésico. Entretanto, o extrato bruto apresentou maior citotoxicidade
celular do que o acetato de etila. Tal fato pode sugerir que 0s compostos responsaveis pela acdo
citotoxica do extrato etanolico das folhas da C. adamantium nao estdo presentes na fracdo do
acetato de etila. Sendo necessario o estudo de outras fracdes do extrato bruto para averiguar 0s
possiveis compostos com agdo citotdxica. Além disso, o extrato bruto ndo apresentou a¢do dose
e tempo dependente, isso pode sugerir que a sua acgao citotoxica diminui com determinado
tempo de exposicdo. Nesse sentido, faz-se necessario investigar o seu efeito em tratamentos
consecutivos durante o tempo de exposicao.

Ademais, 0 mesmo grupo de pesquisa estd estudando os efeitos citotoxicos do
extrato bruto e acetato de etila das folhas da gabirobeira em células de osteossarcoma canino
da linhagem D-17. Dessa forma, sera possivel comparar a atividade antiproliferativa das folhas
da C. adamantium entre as linhagens celulares humana e canina dessa neoplasia. Essa
comparacao é de suma importancia, uma vez que 0 osteossarcoma canino € considerado um
modelo de estudo para 0 humano devido as semelhancgas entre ambos.

Presume-se que os resultados apresentados possam colaborar com novos
experimentos com a C. adamantium e, por conseguinte, propiciar uma alternativa para o
tratamento do osteossarcoma. Também se acredita que essa pesquisa contribua com a
valorizacédo dos recursos naturais, especialmente do cerrado brasileiro, perante as propriedades

medicinais e terapéuticas de diversas plantas, como a C. adamantium.
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ANEXO A - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Goias (CEP/UFG)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PROPRIEDADES CITOTOXICAS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS
DA GABIROBEIRA (Campomanesia adamantium) EM CELULAS DE
OSTEOSSARCOMA IN VITRO

Pesquisador: NARA CRISTINA SILVA

Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nédo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 61617816.2.0000.5083

Instituicao Proponente: Escola de Veterinaria e Zootecnia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.856.800

Apresentacao do Projeto:

O osteossarcoma é o tumor de maior representatividade dentro das neoplasias dsseas, acometendo,
principalmente, jovens e criangas. Os tratamentos disponiveis além de ndo conferirem boas taxas de
sobrevida, causam reacdes adversas. Com isso, ha uma crescente busca por tratamentos alternativos. O
potencial inibitério de frutos de Campomanesia contra células cancerigenas ja foi confirmado em modelos
animais. Por esse motivo, um estudo in vitro com linhagens celulares neoplasicas, como o osteossarcoma,
contribuira na identificagdo das suas substancias bioativas, além da compreensao do seu mecanismo de
acao contras essas células. O objetivo deste estudo € verificar os efeitos citotdxicos do extrato das folhas da
gabirobeira em células do osteossarcoma in vitro de cultura estabelecida, identificando os mecanismos de
acdo que possam explicar suas propriedades antineoplasicas e genotdxicas no DNA das células tumorais.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Verificar os efeitos intracelulares do extrato hidroalcéolico das folhas da gabirobeira (EHFG) em
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células cultivadas de osteossarcoma.

Objetivo Secundario:

Avaliar a citotoxicidade pela andlise da viabilidade das células de osteossarcoma
tratadas com exposicdo ao EHFG por 24 a 72 horas;

Calcular o valor da concentracédo que inibe 50% da viabilidade celular e as fragdes de
sobrevivéncia apds o tratamento com o EHFG;

Analisar e classificar a morte celular que ocorre como consequéncia do tratamento com
EHFG e a ocorréncia de despolarizagao mitocondrial;

Verificar a progressao do ciclo celular e apoptose apds exposicao de 24 a 72 horas ao
EHFG.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com o que esta apresentado nas informagdes basicas do projeto, os riscos apresentados pela
pesquisadora constituem riscos técnicos, com prejuizos apenas para as analises laboratoriais, nao
representam riscos diretos ao ser humano (doador das células que estdo armazenadas no banco de
células).

Como beneficios, a pesquisadora aponta: "Espera-se que o extrato hidroalcéolico das folhas da C.
adamantium apresentem agao antiproliferativa e citotéxica nas células de osteossarcoma. O resultado
positivo para essa agao citotéxica contribuird como uma alternativa viavel e sustentavel para os tratamentos
quimioterapicos disponiveis

atualmente. Além disso, a determinacdo da menor dose, no menor tempo possivel, para alcangar a
eficiéncia em impedir o crescimento de células tumorais é importante para minimizar os efeitos adversos in
vivo. Por fim, acredita-se que os impactos dessa pesquisa contribuam para uma maior valorizagéo dos
recursos naturais do Cerrado, principalmente em relacdo a sua preservagéo e exploragdo sustentavel."

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O presente projeto sera desenvolvido no Laboratério Multiusuario de Cultivo Celular da Escola de
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG), apés aprovagio pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Goidas (CEP/UFG). As células de osteossarcoma (MG-63) serdo
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, mantidas em incubadora umidificada a 37°C com uma
atmosfera de 5% de CO2. O cultivo sera feito em meio Dulbecco modificado de Eagle19, acrescido 10% de
soro fetal bovino, antibiéticos penicilina e estreptomicina, anfotericina B e L-glutamina. O extrato
hidroalcélico sera preparado a partir das
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folhas secas e fragmentadas de C .adamantium, pelo método de extragcdo por maceragao, seguindo-se
metodologia adequada. Apds analise fisico quimica, sera obtida a densidade de extrato bruto ativo, que sera
utilizada para a determinacao da concentracao do extrato a ser adicionada aos tratamentos. As células de
osteossarcoma serdo semeadas em placas de cultura divididas em doze grupos, os quais serao submetidos
ou nao a tratamentos com o extrato das folhas da gabirobeira, de acordo com a concentragéo previamente
preparada. Todos os ensaios serdo realizados com trés experimentos independentes em triplicata. A
citotoxicidade celular sera determinada através de ensaios em placas de 96 pocos, os dados serdo
representados por meio de graficos e sera realizada a analise de variancia, a qual sera efetivada utilizando-
se o teste F. Para calcular o valor da concentracdo que inibe 50% da viabilidade celular (Inhibitory
concentration - IC50), seréo utilizadas placas de 96 pogos, com células na concentracdo de 1x104. O IC50
sera determinado utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA). O Ensaio Clonogénico sera feito em placas de seis pogos, com células na concentragao de 1x106. Os
dados serao representados por meio de graficos e a analise estatistica por meio de Teste F. A analise do
ciclo celular sera feita utilizando-se placas de 12 pogos com células na concentracdo de 5x105. A
porcentagem de células em G1, S, G2 e sub-G1 sera analisada em citdmetro de fluxo (FACSCalibur, BD
Biosciences) e avaliada pelo programa de gréaficos estatisticos GraphPad Prism. Para o Ensaio de Dupla
Marcacao, as células serdo cultivadas e tratadas em placas de 12 pogos, na concentragdo de 5x105. O
material serd analisado pelo citémetro de fluxo e os dados seréo avaliados pelo GraphPad Prism. No Ensaio
Potencial de Membrana Mitocondrial, as células serao cultivadas em placas de doze pogos, na concentragao
de 5x105. Os resultados serao obtidos por meio do citdmetro de fluxo e analisados pelo GraphPad Prism.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

A pesquisadora solicita dispensa de TCLE, uma vez que os trabalhos serao realizados com células de
osteossarcoma (MG-63) adquiridas adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, nao envolvendo
coleta em ser humano.

Documentos apresentados: folha de rosto, termo de anuéncia da escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG
para desenvolvimento da pesquisa, termo de compromisso assinado pelo pesquisador e pelo orientador.

Recomendacées:
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Aprovado, SMJ deste comité.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusado do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatdrio é de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa, prevista para dezembro de 2017.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 03/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 815554.pdf 14:48:11
Declaragao de Termo_compromisso.pdf 03/11/2016 |NARA CRISTINA Aceito
Pesquisadores 14:46:12 |SILVA
Qutros Termo_de_anuencia.pdf 01/11/2016 |NARA CRISTINA Aceito

15:34:24 |SILVA
Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 01/11/2016 |NARA CRISTINA Aceito
15:33:41  |SILVA
Projeto Detalhado / | Projeto_Mestrado_Nara.pdf 26/10/2016 |NARA CRISTINA Aceito
Brochura 12:17:52 |SILVA
LInvestigador

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 08 de Dezembro de 2016

Assinado por:
Jodo Batista de Souza

(Coordenador)
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ANEXO B - Solugdes preparadas

1- Solucdo de SDS 10%:
1g de Sodio dodecil sulfato (sodium lauryl sulfate, SDS, Vivantis Biochemical)
9mL de solucdo de acido cloridrico a 0,01N
0,15mL de &cido cloridrico
499,85mL de agua destilada
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