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Resumo

Na busca por novos agentes antineoplasicos os produtos de origem natural tém um
papel de destaque, uma vez que cerca de 25% dos farmacos prescritos no mundo
sdo obtidos de plantas e aproximadamente 49% dos farmacos desenvolvidos nas
tltimas trés década foram obtidos a partir de produtos naturais. Eugenia dysenterica
DC. pertence a familia Myrtaceae e é conhecida popularmente como “cagaita”,
sendo empiricamente utilizada no Brasil para o tratamento de distirbios
gastrointestinais e diabetes. Neste trabalho foram investigados a citotoxicidade e os
mecanismos de inducdo de apoptose do extrato padronizado hidroalcéolico das
folhas da E. dysenterica DC. sobre células leucémicas HL60 e K562, atividade
antitumoral in vivo em camundongos com tumor ascitico de Ehrlich (TAE), bem como
a atuacado do extrato frente a células basais, como fibroblastos e eritrécitos, além do
perfil de toxicidade oral aguda em camundongos. Os estudos de citotoxicidade foram
realizados por meio dos ensaios de exclusdo do azul de tripano e reducdo do
tetrazolio (MTT). Os mecanismos de inducdo de apoptose celular foram investigados
por microscopia de luz e de fluorescéncia e por citometria de fluxo. A investigacao
do potencial antitumoral in vivo foi feito através da curva de sobrevida utilizando
camundongos portadores do TAE tratados com diferentes doses do extrato
padronizado hidroalcéolico das folhas da E. dysenterica DC. Os ensaios de
seguranca foram realizados pelo método de incorporacdo do corante vermelho
neutro em células 3T3 (fibroblastos de camundongos), potencial hemolitico
utilizando sangue de carneiro e toxicidade oral aguda de acordo com o guia OECD
423 “Toxicidade Oral Aguda de Classe”, 2001. Os dados foram analisados pelo teste
t de Student e curva de Kaplan Meier para a analise da curva de sobrevida. As
médias foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05. O
extrato da E. dysenterica DC. foi citotoxico para as células leucémicas HL60 e K562.
A analise morfolégica das células K562 indicou que o tratamento com o extrato
hidroacéolico da planta induziu morte celular por apoptose. A apoptose foi
constatada também pelo aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio, pela
reducdo do potencial de membrana mitocondrial, pela externalizagcdo da
fosfatidilserina, pela saida de citocromo c¢ da mitocéndria, pela modulacdo de
Bax/Bcl2, pela redugdo de NFKB e pela ativacdo das caspases 3 e 8. O extrato da
planta também apresentou citotoxicidade concentragdo-dependente frente as células
basais 3T3, porém essa citotoxicidade foi cerca de 7 e 2 vezes menor que para as
células leucémicas HL60 e K562, respectivamente. O extrato ndo provocou hemolise
e nem causou toxicidade nos camundongos tratados com a dose de 2000 mg/Kg,
apresentando toxicidade classe 5. A partir da andlise dos resultados foi possivel
concluir que o extrato padronizado hidroalcéolico das folhas da E. dysenterica DC.
apresenta atividade citotoxica e indutora de apoptose em células K562 e HL60,
atividade antitumoral in vivo em camundongos com TAE, além de apresentar perfil
de seguranca in vitro e in vivo.

Palavras-chave: Eugenia dysenterica DC.; Myrtaceae; produtos naturais; apoptose;
K562; HL60; Tumor ascitico de Ehrlich.



Abstract

In the search for new antineoplastic agents from natural products have an important
role, since about 25% of prescribed drugs worldwide are obtained from plants and
approximately 49% of drugs developed in the last three decades were obtained from
natural products. Eugenia dysentica DC. belongs to the Myrtaceae family and is
popularly known as "cagaita" and is empirically used in Brazil for the treatment of
intestinal disorders and diabetes. The present study investigated the cytotoxicity, the
mechanisms of apoptosis induction of E. dysenterica DC. on HL60 and K562
leukemic cells, the antitumor activity in vivo in mice with Ehrlich ascites tumor (EAT),
as well as the action of the extract against basal cells, fibroblasts and erythrocytes
and the profile of acute oral toxicity in mice. The cytotoxicity studies were carried out
by testing for trypan blue exclusion and reduction of tetrazolium (MTT). The
mechanisms of induction of apoptosis were investigated by light microscopy and
fluorescence and by flow cytometry. The investigation of potential antitumor in vivo
was done by using the survival curve of mice bearing EAT treated with different
doses of padronized hydroalcoholic extract from the leaves E. dysenterica DC. And
the safety tests were performed by the method of incorporation of neutral red dye in
3T3 cells (fibroblasts mice), hemolytic potential using sheep blood and acute oral
toxicity according to OECD Guide 423 "Acute Oral Toxicity Class", 2001. Data were
analyzed by Student's t test and Kaplan Meier analysis of survival curve. Means were
considered statistically significant when P < 0.05. E. dysenterica DC. was cytotoxic to
HL60 and K562 cells and morphological analysis of K562 cells indicated that
treatment with the hydroacoholic extract of the plant induced cell death by apoptosis.
Apoptosis was also evidenced by increased generation of reactive oxygen species,
reduction of the mitochondrial membrane potential, externalization of
phosphatidylserine, release of cytochrome c¢ from mitochondria, modulation of the
BAX/BCL2, reduction of the NFKB expression and activation caspases 3 and 8. The
plant extract also showed concentration-dependent cytotoxicity against 3T3 basal
cells, but this cytotoxicity was about 7 and 2 times lower than for HL60 and K562
leukemic cells, respectively. The extract did not cause hemolysis and caused no
toxicity in mice treated with a dose of 2000 mg/kg, showed toxicity class 5. The
presented data showed that hydroalcoholic extract of leaves E. dysenterica DC. had
cytotoxic activity to HL60 and K562 leukemic cells and induced these cells to
apoptosis, besides presenting antitumor activity in mice EAT-bearing and present
safety profile in vitro and in vivo.

Keywords: Eugenia dysenterica DC.; Myrtaceae; natural products; apoptosis; K562;
HL60; Ehrlich ascitic tumor.
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1. INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer resulta de alteracdes nos mecanismos reguladores responsaveis
pelo comportamento normal das células, as quais passam a se dividir
descontroladamente, disseminando pelo corpo e comprometendo as funcbes
teciduais normais. As células tumorais possuem um acumulo de anormalidades
genéticas em seus sistemas reguladores, resultando em uma perda generalizada
do controle do crescimento (SACOMAN, 2007; STRICKER & KUMAR, 2008).
Portanto, pode-se afirmar que o cancer é uma doenca genética (KUMAR et al.,
2008; PEREIRA, 2009).

Uma lesdo genética nas células somaticas pode ser adquirida por agentes
ambientais como substancias quimicas, radiacdo ou virus ou pode ser herdada na
linhagem germinativa (STRICKER & KUMAR, 2008). E os principais alvos dessa
lesdo englobam quatro classes de genes reguladores normais: 0s protoncogenes
promotores do crescimento, 0s genes supressores do tumor e inibidores do
crescimento, 0os genes que regulam a morte celular programada e 0s genes
envolvidos no reparo do DNA. Basicamente, lesdes ocasionadas nesses genes
acarretam em mutacdes e consequente desenvolvimento neoplasico (STRICKER &
KUMAR, 2008; PEREIRA, 2009).

Para o desenvolvimento de um tumor as células normais tornam-se auto-
suficientes quanto aos sinais mitogénicos, insensiveis aos sinais inibitérios de
proliferacdo, perdem a capacidade de executar apoptose, apresentam capacidade
de replicacdo ilimitada, promovem angiogénese e difundem para outros tecidos
criando sitios metastaticos (FILHO, PEREIRA & GUIMARAES, 2009). Todas essas
transformagdes culminam com a formagdo de uma massa tumoral devido ao
desequilibrio entre os processos de proliferacdo, diferenciacado e morte celular.

As neoplasias ou tumores podem ser classificados de acordo com diferentes
critérios: pelo comportamento clinico (benigno ou maligno), pelo aspecto
microscopico (critério histomorfolégico) ou pela origem da neoplasia (critério
histogenético). O critério mais usado € o histomorfoldgico, no qual a neoplasia é
identificada pelo tecido ou célula que estd se proliferando. Neste sentido,
normalmente, o sufixo oma é empregado em qualquer neoplasia (benigna ou

maligna), a palavra carcinoma, para denominar as neoplasias malignas epitelilais e
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a palavra sarcoma para indicar as neoplasias malignas mesenquimais (Quadro 1).
Porém, a denominacdo de alguns tumores exclui tais palavras, como leucemia
(tumor maligno de células do sangue) e nevo (tumor benigno do sistema
melanogeno) (FILHO, PEREIRA & GUIMARAES, 2009). Os carcinomas incluem
aproximadamente 90% dos cénceres humanos, as leucemias 8% e os sarcomas
séo raros em humanos (SACOMAN, 2007).

Quadro 1: Nomenclatura de alguns tumores segundo o critério histomorfolégico. Adaptado de:
FILHO, PEREIRA & GUIMARAES, 2009

ESTRUTURA PROLIFERADA TUMOR BENIGNO TUMOR MALIGNO

Tecidos epiteliais

Epitélio de revestimento Papiloma Carcinoma
Epitélio glandular Adenoma Adenocarcinoma

Tecidos conjuntivos

Fibroso Fibroma Fibrossarcoma
Adiposo Lipoma Lipossarcoma
Cartilaginoso Condroma Condrossarcoma
Osseo Osteoma Osteossarcoma

Tecidos musculares
Liso Leiomioma Leiomiossarcoma

Estriado Rabdomioma Rabdomiossarcoma

De maneira concomitante ao aumento da expectativa de vida da populacéo a
incidéncia de cancer também tem aumentado mundialmente. Cerca de 12 milhdes
de pessoas sao diagnosticadas com cancer a cada ano, sendo a causa de
aproximadamente 7 milhdes de mortes por ano (PARK et al., 2008). As Américas do
Norte e do Sul e o continente Euroasiatico possuem as maiores taxas de incidéncia

(IARC, disponivel em: <http://globocan.iarc.fr>. Acesso em 05 de abr. 2011) (Figura

1). E até o ano de 2020, estima-se que sejam registrados 16 milhdes de novos
casos de cancer, fazendo com que esta doenca tenha um imenso fator de impacto
nos indices de mortalidade mundial (PARK et al., 2008).

No Brasil estima-se uma incidéncia de mais de 490 mil novos casos de cancer
no ano de 2011 e mais de 12 mil novos casos de neoplasias para Goias, sendo
3.610 apenas em Goiania (BRASIL, 2009).


http://globocan.iarc.fr/
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Diante essa realidade, fica comprovada a extrema necessidade de se

implantar novas alternativas para o tratamento do cancer.

W <1031 < 1284 <1591 | <2189 MW < 3261

Figura 1: Estimativa mundial de incidéncia de todos os canceres, menos o cancer de pele ndo
melanoma, por 100 mil habitantes, para o ano de 2011, segundo o IARC — International Agency for
Research on Cancer. Disponivel em: <http://globocan.iarc.fr>. Acesso em 05 de abr. 2011.

1.2 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

Dentre os diversos tipos de cancer existe a Leucemia Miel6ide Cronica (LMC)
que se caracteriza como uma neoplasia de células-tronco hematopoiéticas
pluripotentes que leva a proliferacdo de progenitores granulociticos. Esta doenca
compromete os dois sexos, com ligeira predominancia do sexo masculino. Incide em
todas as racas, sendo mais rara nos negros e pode ser observada em todos o0s
grupos etarios, com maior freqiéncia em adultos entre 25 e 60 anos. Responde por
15 a 20% de todos os casos de leucemia (ASTER, 2008; FILHO, PEREIRA &
GUIMARAES, 20009).

E decorrente de uma anormalidade citogenética especifica, 0 cromossomo
Philadelphia (Figura 2). Esse cromossomo € resultado de uma translocacéo
reciproca entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22 que move o gene ABL do
cromossomo 9 para uma posicdo no cromossomo 22 adjacente ao gene BCR,
levando a formacgédo do gene BCR-ABL, um gene leucemia-especifico (CONDUTAS
DO INCA, 2003; ASTER, 2008). Consequentemente, este gene translocado produz
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uma proteina hibrida BCR-ABL com atividade tirosina quinase potente e

desregulada.

ANTES DA TRANSLOCAGAO DEPOIS DA TRANSLOCAGAO
Cromossomo 9 9
" Cromossomo 22 — 22
— —
Locus BCR Locus BCR

- Oncogene ABL
/ Gene hibrido BCR-ABL

— -

Oncogene ABL

Figura 2: A translocacéo cromossomal e os oncogenes associados na leucemia mieléide cronica.

Alguns estudos tém revelado uma nova fungédo do gene ABL na oncogénese
(STRICKER & KUMAR, 2008). A proteina ABL que se localiza no nucleo tem a
funcdo de promover a apoptose das células lesadas geneticamente, porém a BCR-
ABL néo pode realizar esta fungcdo uma vez que fica retida no citoplasma devido
atividade tirosino quinase anormal. Dessa forma, as células com este tipo de
translocacdo € desregulada de duas maneiras: a atividade tirosino quinase
descompensada leva a autonomia do crescimento, enquanto a apoptose € impedida
simultaneamente (STRICKER & KUMAR, 2008; ABRALE, 2010).

A presenca da proteina tirosino quinase de BCR-ABL gera sinais que
mimetizam os efeitos da ativacdo do receptor do fator de crescimento fazendo com
gue os progenitores desta leucemia ndo dependam dos sinais gerados pelos fatores
de crescimento e seus receptores para manter a capacidade de diferenciacao
durante as primeiras fases da doenca (ASTER, 2008). Portanto, essa leucemia
permite o desenvolvimento de outras células normais na medula éssea e esta
caracteristica peculiar explica a progressdao menos severa da doenca e melhores
prognosticos (ABRALE Associacao Brasileira de Linfoma e Leucemia, disponivel em:

< http://www.abrale.org.br/ >. Acesso em 20 de jan. 2011).
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Durante o transcorrer desta neoplasia ocorre uma excessiva proliferacao da
linhagem mieléide (Fase Crbnica - FC), seguida por uma perda progressiva da
diferenciacdo celular (Fase Acelerada - FA) e terminando em um quadro de
leucemia aguda (Fase Blastica - FB). Durante a FC ocorre hiperplasia medular, as
células mieldides ainda apresentam capacidade de maturacdo e as manifestacdes
da doengca podem ser controladas com terapia medicamentosa convencional.
Durante a FA, a LMC é resistente a terapia farmacoldgica, caracterizando-se com
uma evolucdo clonal. E na FB, a doenca é agressiva, com quadro clinico de
leucemia aguda e permite ao doente uma sobrevida muito curta (CONDUTAS DO
INCA, 2003).

O tratamento medicamentoso da LMC continua sendo um desafio. A
identificacdo de resisténcia ao Mesilato de Imatinib (Gleevec®), medicamento de
escolha contra esta neoplasia, tem levado a intensa pesquisa sobre 0s seus
mecanismos e de que forma essa resisténcia pode ser prevenida (CONDUTAS DO
INCA, 2003). Normalmente os pacientes que tornam resistentes ao farmaco
sofreram mutacfes no sitio ativo da proteina BCR-ABL impedindo que o farmaco se
ligue e impecga a atividade tirosino quinase. Comumente, estes pacientes sofrem
recaidas e evoluem, mais facilmente, para as fases seguintes da doenca (ASTER,
2008).

Outro fator desfavoravel ao tratamento € a toxicidade ocasionada em muitos
pacientes. Grande parte dos doentes submetidos ao tratamento com Imatinib sofre
grave intoxicagdo mesmo quando expostos a menor dose recomendada
(CONDUTAS DO INCA, 2003). Para esses pacientes o tratamento com esta droga é
suspenso, e eles ficam mais vulneraveis a doenca e com piores prognosticos.

Diante das intercorréncias oferecidas com as terapias existentes, as poucas
opcbes quimiotergpicas além da incompleta compreensdo dos mecanismos que
desencadeiam a LMC, pesquisadores sdo constantemente estimulados a buscar

novos protétipos com potencial antileucémico.

1.3 MORTE CELULAR / APOPTOSE
Morte celular € um processo que abrange uma sucessao de eventos a partir

da acdo de agentes lesivos (KUMAR et al., 2008; PEREIRA, 2009). Ela pode ser
classificada de acordo com diferentes critérios: caracteristicas morfolégicas

(autofagia, cornificacdo, necrose e apoptose), aspectos funcionais (fisiologica ou
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patologica, programada ou acidental), caracteristicas imunoldgicas (imunogénica ou
ndo imunogénica) ou aspectos enzimaticos (com ou sem a acdo de nucleases ou
proteases, como caspases, transglutaminases, catepsinas e outras). Também
existem modelos atipicos de morte celular como paraptose, piroptose, pironecrose,
entose, mitose catastrofica, degeneracéo veleriana e entose (GRIVICICH, REGNER
& ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008; KROEMER et al., 2009; PEREIRA, 2009).

Se a morte celular no organismo vivo € seguida de autdlise o processo é
denominado necrose. Quando as func¢fes vitais sdo interrompidas, os lisossomos
perdem a capacidade de conter as hidrolases (proteases, lipases, glicosidases,
ribonucleases e desoxirribonucleases) as quais, no citoplasma, digerem
praticamente todos os substratos celulares e as células passam a apresentar
alteracdes morfolégicas caracteristicas (aumento do volume celular, agregacdo da
cromatina, desorganizacédo do citoplasma, perda da funcdo mitocondrial, perda da
integridade da membrana plasmatica e ruptura celular) (Figura 3A). Geralmente este
processo afeta células adjacentes e provoca inflamacédo (GRIVICICH, REGNER &
ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008; PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008;
PEREIRA, 2009).

A denominagéo apoptose tem origem grega e significa “caindo fora” devido as
observacbes morfolégicas de fragmentacdo celular que se separam no final do
processo (PEREIRA, 2009). Foi inicialmente introduzido por Kerr, Wyllie e Currie
(1972) nos anos 70 para definir um tipo de morte celular diferente da necrose uma
vez que ndo se observava danos a membrana plasmatica, nem processo
inflamatoério.

A célula em apoptose nao sofre autdlise; ela é fragmentada e endocitada por
células vizinhas e especializadas. Antes da endocitose, a célula se encolhe, o
citoplasma fica mais denso, a cromatina torna-se condensada e disposta em
grumos, o nucleo se fragmenta, a membrana citoplasmatica emite prolongamentos
gue englobam os fragmentos nucleares terminando com a fragmentagao do restante
celular em multiplos brotos chamados corpos apoptéticos (Figura 3B) (BOLETI et al,
2008; PEREIRA, 2009).
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Figura 3: Distin¢cdo das diferentes alteracdes morfolégicas nos processos de morte celular por
necrose e apoptose. Na necrose (A), a célula sofre um intumescimento, algumas organelas também
intumescem e se rompem, a célula perde a integridade da membrana plasmatica e ocorre
extravasamento do material intracelular. Na apoptose (B), ocorre uma diminui¢do do volume celular,
condensacéo e fragmentacédo da cromatina, culminando com o empacotamento do conteudo celular
em vesiculas ou corpos apoptéticos, sem extravasamento do contelido citoplasmatico. Adaptado de:
ANAZETTI & MELO, 2007 e http://1.bp.blogspot.com/ TKGTYyY7-
4/TG2g_nJz7LIIAAAAAAAAAFg/cgwE-z-KH-E/s1600/Imageml.jpg. Acesso em 13 de abr. 2011.

A apoptose é uma modalidade de morte celular comum aos estados
fisiol6égicos e patoldgicos. Em situacdes fisiolégicas funciona para eliminar células
gue ja tenham cumprido sua funcdo e para manter constante o nimero de células
nos tecidos; dessa forma, participa no controle da proliferacdo e diferenciacao
celular. E em condi¢bes patolégicas elimina células lesadas geneticamente ou
células com lesBes irreparaveis sem iniciar uma reacdo acentuada no individuo
(KUMAR et al., 2008; PEREIRA, 2009).

O equilibrio entre apoptose e proliferacdo celular mantém a homeostase.
Fisiologicamente a apoptose é necessaria para renovacao tissular, selecdo negativa
e positiva de linfocitos, eliminacdo de células durante a embriogénse, eliminacdo das
células dos acinos apos o periodo de amamentagdo, eliminagcdo de células
endometriais durante o calapso da menstruacdo, delecdo de células nas criptas

intestinais dentre varias outras situacfes. O controle da apoptose é crucial pois
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qualquer disturbio na sua regulacdo pode culminar em doencas. A apoptose em
excesso pode causar doencas como Alzheimer, Parkinson e isquemia cardiaca e a
falta de apoptose pode acarretar em neoplasias e artrite reumatoide (SZABADKAI &
RIZZUTO, 2004, ANAZETTI & MELO, 2007; PEREIRA, 2009).

O processo apoptético é enfatizado como um mecanismo de morte celular de
maior importancia em respostas aos agentes quimioterapicos (GALEANO et al.,
2005; ANAZETTI & MELO, 2007). Portanto refere-se a um modelo bastante
estudado na area oncoldgica, pois a elucidacdo dos seus mecanismos moleculares
pode favorecer a descoberta de novos alvos terapéuticos além de auxiliar na
formulacéo de farmacos eficazes mesmo em células mutadas resistentes as terapias
convencionais (LEE et al., 2002; ANAZETTI & MELO, 2007).

A apoptose pode ser desencadeada por estimulos exdgenos e/ou enddgenos,
mas por ser um processo enziméatico ativo, independente do estimulo, sempre
ocorre a ativagdo de proteases. Estas enzimas sdo as responsaveis por induzir as
modificacdes funcionais e morfologicas caracteristicas do processo. As principais
representantes sdo as caspases (de cysteine asparargil specific proteases), enzimas
que possuem cisteina no sitio ativo e que clivam proteinas em sitios com residuos
de acido aspartico. Sdo produzidas como pré-caspases, e ativadas por clivagem
proteolitica em sitios com &cido aspartico ou por deslocamento da molécula
inibidora. Em humanos ja sdo conhecidas pelo menos 14 caspases (GRIVICICH,
REGNER & ROCHA, 2007; PEREIRA, 2009).

Embora apresentem uma estrutura comum, as caspases podem ser
separadas em dois grupos funcionais, as que participam da apoptose (caspases 2,
3,6,7, 8,9 10 e 12) e as que estdo envolvidas nos processos inflamatérios por
clivarem proé-interleucinas durante o processo imunoldgico (caspases 1, 4, 5 e 11)
(PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008; PEREIRA, 2009).

As caspases envolvidas na apoptose sao divididas em caspases ativadoras
(caspases 8, 9 e 10) e caspases efetuadoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7) de
acordo com a estrutura e fungcéo de seus pro-dominios. As iniciadoras possuem um
pré-dominio funcional grande e ativo, onde ocorre a associacdo com proteinas
adaptadoras, como Apaf-1 (fator 1 de ativacdo de proteases de apoptose) e FADD
(dominio de morte associado a FAS). E as efetuadoras possuem pro-dominios
pequenos ou inexistentes responsaveis pela clivagem de substratos (GRIVICICH,
REGNER & ROCHA, 2007; PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008; KUMAR et
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al., 2008; PEREIRA, 2009). Os dominios de associacdo estdo presentes na porcao
N-terminal das caspases e podem ser de dois tipos: DED (dominio efetor de morte)
ou CARD (dominio de recrutamento de caspases). As proteinas adaptadoras
quando ligadas em qualquer um destes dominios, provoca o recrutamento de
caspases, de forma que uma fiqgue proxima da outra e auto-ativem (PELLEGRINI,
PINTO & CASTILHO, 2008; KUMAR et al., 2008; PEREIRA, 2009).

As caspases executoras, ap0s serem ativadas pelas caspases iniciadoras,
amplificam os sinais de morte, ativando mais caspases iniciadoras e/ou interagem
com outras moléculas, principalmente proteinas reguladoras e estruturais, clivando-
as e favorecendo a morte celular. Tais proteinas podem ser ativadas ou inativadas
ou modular a funcdo de outras proteinas. Sdo diretamente inativadas algumas
proteinas do citoesqueleto, componentes das juncdes aderentes, proteinas
envolvidas no metabolismo e reparo do DNA, proteinas antiapoptéticas (Bcl-2, Bcl-
XL), ativadores transcricionais (NFkB) e quinases (KUMAR et al., 2008; MOTA,
2010).

A ativacdo das caspases representa um estagio tardio comum a todas as
células apoptéticas e depende de um equilibrio delicadamente sintonizado entre vias
moleculares pro- e antiapoptéticas (KUMAR et al., 2008).

Existem duas vias distintas que convergem para a ativacdo das caspases, a
via extrinseca ou dos receptores de morte da membrana plasmatica e a via
intrinseca ou mitocondrial (Figura 4). Em geral, cada via € induzida sob diferentes
condicdes, envolvem diferentes moléculas, exercem papéis diferentes na fisiologia e

na doenca, porém podem interagir (KUMAR et al., 2008).
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Figura 4: Vias Extrinseca e Intrinseca da apoptose. As duas culminam com a ativagdo da cascata
das caspases e com a degradacado de substratos celulares especificos que levam as alteracfes
caracteristicas deste processo de morte.

A via extrinseca € desencadeada pela interacdo de ligantes de morte
extracelulares aos seus respectivos receptores, presentes na superficie da
membrana plasmatica. Os receptores de morte sdo membros da superfamilia de
fatores de necrose tumoral (TNF), como TNF-R1, Fas/CD95, TRAIL, e do fator de
crescimento neuronal (NGF). Esses receptores sdo estruturas transmembranares,
cuja porcao externa acopla o ligante e a porcéo citoplasmatica possui 0 dominio de
morte (death domain — DD) conservado que interage com outras proteinas. Entre os
ligantes de morte estdo o TNFa, FasL e NGF-L. Quando acontece a ligacdo, os
receptores de morte mudam sua conformacao e aproximam seus DD, resultando no
recrutamento de proteinas adaptadoras presentes no citoplasma, como FADD e
TRADD, as quais também possuem DD e DED. Essas proteinas recrutam as proé-
caspases iniciadoras 8 e 10, que também possuem o DED, formando o complexo
DISC (complexo de sinalizacdo de inducdo de morte) e resultando na auto-ativacao

dessas pro-caspases. A caspase 8, por sua vez, cliva e ativa a pro-caspase 3, a qual
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amplifica o sinal apoptdético e culmina no colapso celular (ANAZETTI & MELO, 2007;
GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008;
KUMAR et al., 2008; MOTA, 2010).

A via intrinseca envolve diretamente a mitocondria. Esta organela foi tida
durante muitos anos como exclusiva para a producdo de energia, porém hoje é
considerada fundamental no processo que define a morte das células, por apoptose
ou necrose (PEREIRA, 2009). Durante o estresse celular as altera¢cdes mitocondriais
possuem um limite a partir do qual a progressdo para a morte € inevitavel, nao
havendo possibilidade de retorno a normalidade; e esta situacdo é marcada por
alteracdes na permeabilidade das membranas mitocondriais (interna e externa). A
permeabilidade da membrana externa € controlada pelos canais VDAC (Voltage
Dependent Anions Channels) que se encontram superpostos aos canais ANT
(Adenine Nucleotide Transferase) situados na membrana interna, formando os poros
de permeabilidade transicional. Com a permeabilidade controlada é permitida a
passagem por esses canais apenas de moléculas pequenas (até 5 KD), as
moléculas maiores, como fatores apoptogénicos, ficam isolados no espaco
intermembranar. Como exemplos de fatores apoptogénicos podem ser citados o
citocromo c, AIF (fator de inducdo de apoptose), pro-caspases 2, 3 e 9, SMAC
(Second Mitochondrial Activator of Caspases) ou DIABLO (Direct IAP Binding protein
with Low pl) e endonucleases, 0s quais, na presenca de sinais apoptéticos, sédo
liberados no citoplasma e alguns deles participam da ativacdo das caspases
(ANAZETTI & MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; KUMAR et al.,
2008; PEREIRA, 2009; MOTA, 2010).

A permeabilidade da membrana externa mitocondrial € controlada pelas
proteinas da familia Bcl (B Cell Lymphoma) as quais possuem dominios homologos
do tipo BH (Baculovir Homologue domain). As proteinas que possuem quatro destes
dominios (BclBH4), como as proteinas Bcl-2 e Bcl-XL, sdo consideradas
estabilizadoras de membranas; e as proteinas que compartilham de trés dominios
(BcIBH3), como as proteinas Bax e Bak, e de um Unico dominio (BcIBH1), como as
proteinas Bid, Bad, Bod, Bim e Puma, séo tidas como desestabilizadoras da
membrana, aumentando a permeabilidade e induzindo a liberacdo de moléculas proé-
apoptéticas. Até o momento sdo conhecidos pelo menos 20 membros da familia Bcl
e dependendo da fungao de cada um, sao didaticamente divididos em dois grupos, 0

grupo proé-apoptético (Bax, Bcl-XS, Bak, Bad, Bik entre outros) e o antiapoptotico
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(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcl-1, Boo, entre outros) (ANAZETTI & MELO, 2007;
GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; PEREIRA, 2009; MOTA, 2010).

A maioria dos membros pr6é e antiapoptoticos, na auséncia de um sinal de
morte, se localizam em compartimentos subcelulares separados. Os membros
antiapoptoticos se encontram inseridos em membranas intracelulares, como as da
mitocondria, do reticulo endoplasmatico e a do envelope nuclear, enquanto alguns
membros pro-apoptoticos situam-se no citoplasma ou no citoesqueleto em uma
forma inativada. Apos o estimulo apoptético, estes sédo ativados e migram para seu
local de acdo. A proteina Bax, por exemplo, que se localiza no citosol, quando
ativada, desloca-se até a membrana externa mitocondrial, interage com a Bcl-2 e
induz o aumento da permeabilidade. Também, as proteinas BcIBH1, quando
translocadas para a membrana mitocondrial externa, ativam as proteinas Bak la
existentes ou inativam as proteinas Bcl-2, induzindo a permeabilidade. Assim, a
formacdo de heterodimeros entre os membros pré e antiapoptéticos sugere
anulacdo competitiva de suas atividades. Portanto, uma desarmonia na
concentracdo de um destes grupos, em parte, define a sobrevivéncia ou a morte da
célula. Por exemplo, a producdo exacerbada da proteina Bcl-2 previne a morte
celular, e normalmente esta superproducdo acontece em células de algumas
neoplasias como forma de resisténcia a muitos farmacos citotoxicos anticancer
(ANAZETTI & MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; MOTA, 2010).

Muitos estudos descritos na literatura evidenciam a existéncia de dois
mecanismos principais para explicar a maneira com que Bax e Bak provocam a
liberacdo dos fatores apoptogénicos da mitocondria, especialmente o citocromo c.
Devido a oligomerizacdo de Bax e Bak, ha a formacéo de canais especificos para a
passagem do citocromo c, e talvez de outros fatores como AlF, para o citoplasma,
definindo o primeiro mecanismo, o de permeabilizacdo seletiva da membrana
externa mitocondrial. E o segundo mecanismo baseia-se na regulacdo de canais ja
existentes, 0os poros de permeabilidade transicional, os quais além de permitir a
difusdo ndo seletiva de moléculas pequenas através da membrana mitocondrial
interna, também sdo responsaveis por assegurar a manutencdo do gradiente
eletroquimico definido como Aym (delta-fi mitocondrial — potencial de membrana
interna mitocondrial). Quando estes poros sao abertos, logo a membrana
mitocondrial externa € danificada e acontece a liberagdo inespecifica dos fatores

apoptogénicos. No entanto, de qualquer maneira, a insercdo de Bax na membrana
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mitocondrial causa a saida de citocromo c e a dissipagdo do Aym levando a perda
das fun¢des mitocondriais (GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; PEREIRA, 2009;
MOTA, 2010).

Quando o citocromo c é liberado no citoplasma ele participa como co-fator da
formacdo do apoptossomo, um grande complexo ativador das caspases,
especialmente a caspase 9. Na presenca do citocromo ¢ no citosol e de energia
(didesoxi-ATP ou ATP), a molécula Apaf-1 oligomeriza com outras Apaf-1 adjacentes
e também forma o apoptossomo, que culmina na ativacdo das caspases e
apoptose. Nesta situacdo, o apoptossomo recruta a pro-caspase 9 e quando um sitio
da Apaf-1 se liga ao ATP ou dATP ocorre uma alteracdo conformacional suficiente
para ativar a pro-caspase 9. Esta se torna uma holoenzima ativa capaz de ativar as
pré-caspases 3 e 7. A caspase 3 entdo, processa e ativa as pro-caspases 2,6 e 9. A
caspase 6 cliva e ativa as pro-caspases 8 e 10, e a caspase 9 amplifica o sinal de
morte. Na auséncia de citocromo c, as moléculas de Apaf-1 apresentam-se como
mondmeros compactos e inibidos (ANAZETTI & MELO, 2007; GRIVICICH, REGNER
& ROCHA, 2007; PEREIRA, 2009; MOTA, 2010).

Outros fatores apoptogénicos relevantes também sdo liberados da
mitocbndria, tais como a proteina SMAC ou DIABLO, OMI/Htra2, AIF, e
endonuclease G. As proteinas SMAC ou DIABLO e OMI/Htr2 ligam-se aos inibidores
naturais da apoptose, as IAPs (proteinas inibidoras da apoptose), bloqgueando sua
atividade. As IAPs ligam-se as caspases 3 e 9 e as inibem. Assim, na presenca de
SMAC ou DIABLO essas caspases ficam ativadas e o processo apoptético é
desencadeado. O AlF, além de ativar a caspase 9 diretamente, € ativador de
endonucleases, possivelmente pela ativacdo das caspases 3 e 7. Quando AIF e a
endonuclease sao liberados no citoplasma, eles também podem migrar diretamente
para o nucleo e induzir a fragmentacdo do DNA com subsequiente fragmentacédo da
cromatina, e dessa maneira, tornam-se importantes no processo de apoptose por via
independente das caspases (GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; PEREIRA,
2009; MOTA, 2010).

Para enfatizar a informacdo de que as vias intrinseca e extrinseca da
apoptose, mesmo sendo induzidas de maneiras independentes, podem estar co-
relacionadas, é importante mencionar a atuacao dos ligantes FAS e TNF-a aos seus
respectivos receptores de morte. Eles ativam a pro-caspase 8, que também cliva a

proteina Bid, provocando sua translocacao para a mitocondria e resultando na saida
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do citocromo c. Dessa maneira, o sinal de morte € amplificado e o processo iniciado
extrinsicamente € difundido envolvendo a atuacdo dos mecanismos mitocondriais
(KUMAR et al., 2008, MOTA, 2010).

A morte celular por apoptose também pode ser induzida pelas lesGes
ocasionadas pelos radicais livres e/ou espécies reativas de oxigénio (ERO) (Figura
5). Os radicais livres sdo espécies quimicas que tem um Unico elétron ndo pareado
em uma Orbita externa, tornando-os muitos instaveis e prontamente reativos.
Quando gerados nas células atacam com avidez muitas classes de
biomacromoléculas como &cidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipideos
celulares, além de iniciarem reacdes autocataliticas, nas quais, as moléculas
envolvidas nessa reacdo também sédo convertidas em radicais livres e a cadeia de
danos é propagada. As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo um tipo de radical
livre derivado do oxigénio, normalmente produzidas nas células durante a respiracéo
e geracao de energia mitocondrial. Quando a producdo de ERO aumenta ou quando
0s sistemas de remocao sao ineficientes ocorre uma condi¢cdo denominada estresse
oxidativo devido ao excesso desses radicais livres. A mitocbndria € a maior
produtora de ERO, portanto por estar continuamente exposta a essas espécies
tornam-se os principais alvos do estresse oxidativo. Além da respiracdo celular, as
ERO também podem ser produzidas por radiacdo, quimioterapicos, produtos
guimicos citotéxicos, bem como, sob estimulos apoptéticos, o ligante TNF-a pode
elevar os niveis de ERO intracelular (GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007,
KUMAR et al., 2008, PEREIRA, 2009).
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Figura 5: Indugéo da apoptose pelo aumento da geragéo de ERO intracelular. Quando ERO
aumentam no interior celular ocorre estresse oxidativo, altera¢cdes nas membranas mitocondriais,
dissipagdo do potencial de membrana mitocondrial, liberac@o dos fatores apoptogénicos para o
citoplasma, culminando com a ativacéo da cascata das caspases e apoptose.

Os principais artificios de protecdo aos danos causados pelas ERO que as
células aerdbicas possuem sdo os mecanismos antioxidantes. No entanto, quando
ndo existe um equilibrio satisfatério entre os mecanismos pr6 e antioxidantes, ou
guando a producdo de ERO é maior que a capacidade de detoxificacdo da célula,
ocorre estresse oxidativo. Dessa maneira, a mitocondria sofre peroxidacdo dos
lipideos da membrana, ruptura do DNA mitocondrial e interrupcdo da producédo de
energia, estimulando a apoptose com passagem de &agua do espaco entre
membranas para a matriz mitocondrial, consequente abertura dos poros de
permeabilizacdo transicional e passagem de moléculas como o citocromo ¢
(GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008, PEREIRA, 2009).

O aumento nos niveis de ERO também leva ao colapso do Aym com
consequente indugéo de estresse oxidativo e morte celular. Esse evento ocorre na

fase recente da apoptose e induz a liberacdo de fatores apoptogénicos da
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mitocondria, culminando com a ativacdo de caspases e a morte celular (GRIVICICH,
REGNER & ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008, PEREIRA, 2009).

Alguns corantes fluorescentes, como a rodamina 123, com o auxilio da
citometria de fluxo tém sido amplamente utilizados para averiguar o Aym de muitas
células. A rodamina 123 é um fluorocromo catidnico capaz de atravessar a
membrana mitocondrial, usando como for¢a eletrostatica o gradiente negativo da
organela, e incorporar-se em seu interior. Com a citometria de fluxo é possivel
mensurar a intensidade de fluorescéncia emitida pela rodamina 123 dentro da
mitocondria. A diminuicdo da fluorescéncia significa redugédo do Aym (GRIVICICH,
REGNER & ROCHA, 2007).

Diante de todas as observacdes expostas, pode-se afirmar que a mitocéndria
possui uma funcdo central e inicial no processo apoptoético, seja pela liberacdo de
fatores apoptogénicos, pelas alteracdes do potencial de membrana mitocondrial e/ou
pela geracdo de ERO, culminado com a ativagdo de caspases e morte celular
(MOTA, 2010).

As células em apoptose também sofrem varias alteracbes em suas
membranas que promovem sua fagocitose. A caracteristica mais evidenciada e
considerada universal é a externalizacdo da fosfatidilserina (Figura 6). Em células
normais, os fosfolipideos da membrana plasmética s&o distribuidos de forma
assimétrica nos folhetos interno e externo da membrana plasmatica. Ficam na
camada externa da bicamada lipidica a fosfadilcolina e a esfingomielina, enquanto
que na superficie interna ficam a fosfatidiletolamina e 90% da fosfatidilserina.
Quando a fosfatidilserina é translocada para a camada externa da membrana
plasmatica ocorre o rompimento dessa assimetria caracterizando o ultimo evento da
fase recente da apoptose. In vivo este evento favorece a sinalizagdo para células
fagociticas, como os macréfagos, para que possam ser eliminadas. In vitro o
conteudo dos corpos apoptoticos acaba sendo extravazado devido a auséncia de
células fagociticas especializadas, caracterizando um quadro de “necrose
secundaria” (GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008).
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Figura 6: Externalizagc&o da fosfatidilserina em células apoptéticas. Com o rompimento da assimetria
dos fosfolipedes da membrana plasmética e a presenca de ions calcio ocorre a externalizagao da
fosfatidilserina e a ligacdo da anexina V.

A anexina V é uma proteina anticoagulante de 37KD com capacidade de se
ligar com avidez a fosfolipideos de carga negativa da superficie celular, como a
fosfatidilserina, na presenca de ions célcio. Portanto, ela é uma proteina que se liga
apenas as células nao viaveis, que tiveram a assimetria membranar plasmatica
rompida. E para identificar as células apoptoticas, esta proteina € conjugada com
fluorocromos, como o FITC, e analisadas por citometria de fluxo. Também, quando
conjugadas com FITC e combinadas com iodeto de propidio (PI) é possivel separar
as células viaveis e as células nos diferentes estagios da apoptose. As células que
nao perderam a integridade da membrana excluem o Pl e ndo sdo marcadas com
anexina V-FITC, as células em apoptose recente sdo marcadas apenas com anexina
V-FITC, aquelas em apoptose tardia apresentam dupla coloracdo e as células
necroticas apresentam apenas marcagdo com Pl (LANDI & MARQUES JUNIOR,
2003; MOTA, 2010).

Outra maneira de verificar a apoptose é através da coloracdo pancromica
com corantes como Rosenfeld, e da marcacdo do DNA com fluorocromos como o
Hoechst 33342. Rosenfeld compreende uma mistura dos corantes Giemsa e May-
Grunwald capaz de colorir em tons rosados os componentes acidos (ndcleo) e em

tons azulados (citoplasma) os componentes basicos. E o corante Hoechst 33342
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permite a visualizacdo estrutural do material genético por se ligar, preferencialmente,
as regides adenina-timina (AT) do DNA (KUMAR, 2008).

A partir do ano de 2009 algumas comissfes, como o Comité de Nomenclatura
em Morte Celular (Nomenclature Committee on cell Death -NCCD), vem
incentivando os estudiosos a pesquisarem a morte celular por mais de uma
metodologia afim de reduzir os riscos de artificialidade. Estes riscos sdo possiveis
uma vez que as diferentes formas de morte celular possuem muitas caracteristicas
em comum, além das células em processo de morte poderem, ainda, reverter o
processo até que apresentem caracteristicas irreversiveis, como a ativagdo da
cascata das caspases, perda do potencial de membrana mitocondrial e rompimento
total das membranas mitocondriais. Portanto, o NCCD sugere, além da andlise da
morfologia celular, a investigacdo de outros eventos que confirmem a ocorréncia de
morte como: a ativacao das caspases, a ativacao das proteinas pro-apoptoéticas da
familia Bcl-2 (Bax, Bak e Bid), a dissipacao do potencial de membrana mitocondrial,
a fragmentacdo do DNA, a ruptura da membrana celular, a exposicdo da
fosfatidilserina e o aumento de ERO intracelular (KROEMER et al., 2009). Em nosso
trabalho, todos os mecanismos sugeridos foram investigados.

Nas pesquisas tém se observado a utlizagdo de corantes catidnicos
lipofilicos, como a rodamina 123, para andlise das alteracdes no potencial de
membrana mitocondrial, técnicas de microscopia e imunofluorescéncia para
verificacdo da translocacao de bax do citosol para a mitocdndria e do citocromo ¢ da
mitocondria para o citoplasma, corantes fluorescentes, como o diacetato de
diclorofluoresceina (DCFHDA), para mensurar o aumento na geracdo de ERO
intracelular, a utilizacdo de kits comercializaveis contendo substratos fluorescentes
para caspases para verificar a ativacdo de caspases, a marcacao com anexina-FITC
para pesquisar a externalizacdo da fosfatidilserina e a utilizacdo da citometria de
fluxo como uma ferramenta de extrema eficacia para identificar e mensurar células
apoptéticas (GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; KUMAR et al., 2008; MOTA,
2010).

1.4 CICLO CELULAR
O ciclo celular € um processo no qual as células somaticas se proliferam a

partir da duplicagdo do seu material genético e o reparte igualmente as células

filhas. Portanto, compreende uma sequéncia de eventos que controla 0s processos
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de replicacdo do DNA e mitose (KUMAR, 2008; PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO,
2008).

O ciclo celular € dividido em quatro fases: uma fase de crescimento pré-
sintético, G1 (gap ou lacuna 1), uma fase de sintese de DNA, S (synthesis), uma
fase de crescimento pré-mitdtico, G2 (gap ou lacuna 2) e uma fase mitética, M
(mitosis) (Figura 7). Durante a fase G1 e G2 a célula aumenta de tamanho e
sintetiza proteinas, na fase S o DNA é duplicado e na fase M 0s cromossomos se
alinham nas extremidades celulares e se dividem equitativamente para as células-
filhas (KUMAR, 2008). Assim, o papel do ciclo é garantir gue o material genético seja
duplicado adequadamente e as células-filhas sejam geneticamente idénticas a
célula-mée (KUMAR, 2008; MOTA, 2010).

Ponto de controle G1/S.
Verifica os danos do DNA.

\\ Ponto de controle G2/M.
® Verifica se o DNA se auto-
replicou corretamente.
GO \ P

Ponto de controle M.
Verifica se os cromossomos
foram alinhados de forma
adequada e/ou repartidos
igualmente. Caso contrario a
mitose é interrompida.

Figura 7: Ciclo celular e os pontos de checagem. O ciclo € composto por quatro fases, G1, S, G2 e
M, e uma fase de repouso chamada GO. As células em G1 tém seu tamanho aumentado, em S
sintetiza proteinas e réplicas do material genético, em G2 aumentam de tamanho novamente e em M
divide-se em duas células-filhas. Ao final das fases G1 e G2 e na fase M as células séo verificadas
quanto a existéncia de danos no DNA.

As células que néo se dividem podem continuar no ciclo permanecendo em
G1 ou sairem do ciclo para uma fase de quiescéncia denominada GO. Nesta

situacdo, para que a proliferagdo celular seja iniciada, os estimulos, como a
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exposicao aos fatores de crescimento, precisam promover a transicdo de GO0/G1
permitindo a entrada da célula na primeira fase do ciclo (KUMAR, 2008).

Por apresentar funcdo fundamental na regulacéo do crescimento das células,
o ciclo celular possui multiplos controles, tanto positivos quanto negativos, que
permitem as células filhas possuirem genomas intactos. Defeitos nesta regulagéo
sdo causas comuns da proliferacdo desordenada das células tumorais (KUMAR,
2008; FILHO, PEREIRA & GUIMARAES, 2009). Os principais controladores do ciclo
das células eucaridticas sao as proteinas quinases, as quais tém sido conservadas
desde leveduras até mamiferos (PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008).

Essas proteinas formam os pontos de controle ou checagem da progressao
ciclica conferindo um mecanismo de controle de qualidade intrinseco da integridade
celular. Esses pontos evitam a replicacdo do DNA e a mitose de células danificadas,
interrompendo o ciclo para possibilitar o reparo genético ou eliminando por apoptose
as ceélulas com danos irreversiveis (KUMAR, 2008).

Em mamiferos, o primeiro ponto de controle localiza-se na fase G1, o qual
uma vez ultrapassado, as células prosseguem para as fases S e G2. Outro ponto
esta no final de G2, onde ocorre o bloqueio do ciclo caso o DNA nao tenha sido
duplicado corretamente ou haja lesdes genéticas. E um terceiro ponto na fase M que
interrompe a mitose caso 0S cromossomos ndo tenham sido alinhados e/ou
distribuidos corretamente (GUIMARAES, PEREIRA & FILHO, 2009).

A regulacao do ciclo celular é feita, sobretudo, por duas classes de proteinas:
as quinases ciclina-dependentes (CDK — Cyclin Dependent Kinases) e as ciclinas e
seus inibidores. As ciclinas ligam-se as CDKs e controlam a taxa de fosforilacdo das
proteinas responsaveis pelos inameros fenbmenos que ocorrem na divisdo celular.
As CDKs séo ativadas de maneira fase-dependente e apresentam atividade apenas
quando ligadas a uma ciclina especifica. As ciclinas sdo produzidas e degradadas
de forma ciclica nas diferentes etapas do ciclo e recebem nomes diferentes, como
ciclina A, B, D e outras, de acordo com suas propriedades funcionais e os momentos
em que atuam. ApoOs a atuacdo do complexo ciclina/CDK, a ciclina é desintegrada
pelo sistema ibiquitina-proteossomos e o complexo € inativado. Cada complexo
ciclina/CDK regula determinada fase do ciclo (GUIMARAES, PEREIRA & FILHO,
2009).

As células em estagio GO mantém um equilibrio entre CDKs e ciclinas, onde a

atividade dessas CDKs é inibida pela baixa concentracdo de ciclinas. Para sair



32

desse estagio, as células passam por um ponto de restricdo e progridem no ciclo
mesmo em condicdes ambientais desfavoraveis. E para passar para as demais
fases do ciclo ocorre a formacdo de diferentes complexos ciclinas-CDKs que,
guando necessario, bloqueiam as células em alguma das fases para que o DNA
possa ser reparado ou as induzem a apoptose quando os danos séo irreversiveis
(GUIMARAES, PEREIRA & FILHO, 2009).

Nas células tumorais ocorre uma superexpressao dos reguladores positivos
(CDKs e ciclinas) concomitante a uma diminuicdo dos reguladores negativos
(inibidores) o que motiva o descontrole do ciclo celular dessas células. Como
também, na maioria dessas células, os pontos de checagem néo funcionam devido
mutacfes nos reguladores e nos oncogenes culminando no crescimento
descontrolado (KUMAR, 2008; GUIMARAES, PEREIRA & FILHO, 2009; MOTA,
2010).

Em todas as fases do ciclo celular as células podem ser identificadas pelo seu
conteudo de DNA ou pelo reconhecimento de moléculas expressas nos diferentes
estagios do ciclo. As células em G1 tém os cromossomos em duplicatas (maternos e
paternos), dessa maneira possui DNA igual a 2n (n representa a quantidade do
material genético no complexo haploide). Apos a fase de sintese, a quantidade de
DNA passa a ser de 4n, voltando para 2n nas células-filhas. Experimentalmente,
essas analises quantitativas podem ser realizadas por métodos histoquimicos, como
a coloracédo por Felgen e leitura em citofotbmetro ou por tratamento com substancias
fluorescentes especificas para DNA, como o brometo de etidio ou o iodeto de
propidio e avaliagdo em citdbmetro de fluxo. J& para identificar as moléculas que séo
expressas em cada fase do ciclo, especialmente as diferentes ciclinas (complexadas
as CDKs), as células séo incubadas com anticorpos monoclonais e analisadas pela
imunoistoquimica, ou por citometria de fluxo se estes anticorpos estiverem
conjugados com estruturas fluorescentes (GUIMARAES, PEREIRA & FILHO, 2009).

Outro anticorpo monoclonal muito utilizado para verificar o indice de
proliferacdo celular é o Ki67. Nas células trata-se de uma proteina nuclear
intimamente associada com a proliferacdo celular. Encontra-se presente em
qualquer fase do ciclo, exceto na fase GO, e por isso € tido como um dos
marcadores de proliferacdo celular de maior acuracia, estando intrinsecamente
relacionado com a sobrevida dos pacientes com cancer (RIBEIRO et al., 2000;
FILHO, PEREIRA & GUIMARAES, 2009; STREFEZZI et al., 2010).
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Assim, foi proposto este trabalho com a finalidade de verificar o potencial
antitumoral in vitro e in vivo do extrato hidroalcoodlico de E. dysenterica DC., além de

investigar os provaveis mecanismos de morte celular.

1.5 IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS
Ha milhares de anos uma imensa variedade de plantas medicinais é

comumente utilizada para o tratamento de véarias doencas (BHARAT & SHISHIR,
2006). E foi a partir dessa combinacéo de ervas na medicina popular que possibilitou
a descoberta de inUmeras substancias com propriedades farmacolégicas através do
isolamento e identificacdo de cada constituinte (FARNSWORTH et al.,, 1985;
OLIVEIRA et al., 2008; WAGNER & ULRICH-MERZENICH, 2009).

Ainda hoje, o tratamento de muitas patologias é realizado com plantas
medicinais. No entanto, € importante salientar que a principal idéia do uso clinico de
fitoterapicos ndo € substituir os medicamentos sintéticos, mas sim aumentar as
opc¢Oes terapéuticas com medicamentos equivalentes, complementando o arsenal
terapéutico e melhorando o tratamento e a cura de inumeras doengas (OLIVEIRA et
al., 2008; WAGNER & ULRICH-MERZENICH, 2009).

Nos ultimos 15 anos, a industria farmacéutica diminuiu sua pesquisa com
produtos naturais devido, principalmente, a énfase advinda das vias sintéticas e o
crescimento do numero de patentes. Porém, com o desenvolvimento de novas
tecnologias, o aprimoramento dos métodos de screening e a queda na aprovacao de
farmacos novos, a industria farmacéutica tem retomado suas pesquisas com
produtos naturais (ULRICH-MERZENICH, 2009; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Desde entdo, as ultimas décadas foram marcadas pelo interesse extraordinario
do mercado pelo potencial terapéutico das plantas medicinais (CALIXTO et al., 2000;
KOEHN & CARTER, 2005; SACOMAN et al., 2008; COSTA-LOTUFO et al., 2010).
Cerca de 25% dos farmacos prescritos no mundo sdo obtidos de plantas
(SACOMAN et al., 2008) e aproximadamente 49% dos farmacos desenvolvidos nas
tltimas trés década foram obtidos a partir de produtos naturais (KOEHN & CARTER,
2005; BALUNAS & KINGHORN, 2005; AVARINDARAM & YANG, 2010). Dessa
forma, o mercado farmacéutico envolvendo estes produtos € responsavel por uma
movimentacao financeira consideravel. S6 os fitoterapicos giram cerca de 22 bilhdes
de dolares em todo mundo (AVARINDARAM & YANG, 2010).
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De acordo com Rates (2001) e Kato (2001) o Brasil é o pais com maior
biodiversidade, detendo cerca de 20% do total de espécies do planeta, sendo muitas
endémicas. Este percentual representa uma estimativa de 60 mil espécies vegetais,
das quais a maioria é desconhecida e talvez nunca venham a ser descobertas,
tamanha a magnitude e complexidade da biodiversidade brasileira (YUNES et al.,
2001; COSTA-LOTUFO, 2010). Exemplificando o exposto, estima-se que menos de
1% das espécies que habitam as florestas brasileiras foram identificadas (VIZZOTTO
& FETTER, 2009) assim como a flora do bioma Cerrado ainda € muito pouco
conhecida. Diante desta realidade, o Brasil diferencia-se majoritariamente por
possuir biomas com imenso potencial para a pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos, justificando, de forma animadora, a necessidade de identificar e
testar, sistematicamente, novos compostos na busca de futuros farmacos.

Dentro do contexto da ampla utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento
ou prevencao de doengas, 0 cancer € uma enfermidade que instiga a pesquisa por
novos compostos com potencial antitumoral. Refere-se a uma doenca relevante por
ser a segunda causa de morte mundial (BALUNAS & KINGHORN, 2005; DESAI et
al., 2008; COSTA-LOFUTO et al., 2010), devido sua complexidade de causas e
desenvolvimentos (VIZZOTTO & FETTER, 2009).

No Brasil, o conhecimento etnofarmacolégico e o planejamento racional de
novos compostos tém sido as bases da pesquisa para o desenvolvimento de novos
candidatos antineoplasicos com maior seletividade para células tumorais, diferentes
alvos terapéuticos e distintos mecanismos de agdo (NOGUEIRA, 2008).

Estudos epidemioldgicos tém sugerido que uma reducdo do risco de cancer
estd associada com o aumento do consumo de frutas e vegetais (PARK &
PEZZUTO, 2002; NISHIMO et al., 2007; ARAVINDARAM & YANG, 2010). E além
disso, experiéncias tém demonstrado que os produtos de origem vegetal ou
derivados de fermentagbes microbianas oferecem as melhores chances para a
descoberta de compostos com propriedades antitumorais (VIZZOTTO & FETTER,
2009).

Enquanto frutas e vegetais sdo recomendados para a prevencao do cancer e
outras doencas, seus ingredientes ativos a nivel molecular e seus mecanismos de
acao sao pouco compreendidos (BHARAT & SHISHIR, 2006). Extensivas pesquisas
durante a ultima metade do século identificou varios mecanismos moleculares que

podem potencialmente serem usados para a prevencdo e o tratamento do cancer
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(BHARAT & SHISHIR, 2006). Alguns desses mecanismos podem ser citados como a
detoxificacdo e potente eliminacdo de carcindgenos, inibicdo de mitoses e inducgéo
de apoptose em varios estagios da progressédo e promocdo do cancer (JOHNSON,
2007; BALUNAS & KINGHORN, 2010).

Numerosos compostos capazes de interferir no percurso de células
cancerigenas também ja foram identificados como: limoneno, B-caroteno, [-
cariofileno, curcumina, resveratrol, genisteina, cisteina, alicina, licopeno, capsaicina,
diosgenina, 6-gingerol, acido elagico, acido ursolinico, silimarina, catequinas,
eugenol, carbinol-3-inddlico dentre outros (CROWELL et al., 1994 e 1996; BALUNAS
& KINGHORN, 2005; BHARAT & SHISHIR, 2006; ARAVINDARAM & YANG, 2010).
No entanto, as propriedades anticancer de muitas destas substancias ainda nao
foram avaliadas em humanos (DESAI et al., 2008).

Assim, para o desenvolvimento de um novo farmaco é necesséria a passagem
por varias etapas. Sucintamente, compostos com potencial atividade antineoplasica
sofrem uma triagem através de modelos de screening in vitro, posteriormente séo
submetidos a estudos mais detalhados envolvendo o isolamento do principio ativo,
possiveis mecanismos de acdo, producdo em maiores quantidades, formulagcédo do
farmaco e determinacao do seu perfil toxicolégico em animais. Uma vez determinada
a dose inicial para estudos em humanos, inicia-se a etapa chamada de fase I, em
gue o composto é estudado em pacientes com neoplasias avancadas resistentes
aos tratamentos convencionais, visando aferir o perfil de toxicidade e doses a serem
testadas em estudos subseqientes. Em estudos de fase Il, € determinado o
espectro de atividade antitumoral do composto, e uma vez identificados os tipos de
tumores nos quais se obteve boa atividade, inicia-se a fase Ill, em que o composto é
avaliado em estudos comparativos randomizados que objetivam estimar possiveis
vantagens do novo farmaco quanto a toxicidade e efeitos terapéuticos (VIZZOTTO &
FETTER, 2009).

Atualmente, varios medicamentos disponiveis na pratica oncoldgica tiveram
origem na natureza. Em 1954 foi introduzido no tratamento do cancer o primeiro
farmaco antineoplasico derivado de um produto natural, a Actinomicina D, extraido
da espécie Streptomyces, para tratar um paciente com tumor de Wilms metastatico.
Desde entdo, foi despertado o interesse no meio cientifico por essa area da
pesquisa e diversos outros farmacos antitumorais foram produzidos e lan¢cados no

mercado (COSTA-LOTUFO, 2010). Alguns exemplos podem ser citados como, a



36

Vimblastina, Vincristina e seus derivados vindesina e vinorelbina, alcaldides
extraidos da espécie Catharanthus roseus, que tem como seus alvos moleculares a
tubulina (microtubulos), blogueando a mitose, e indicacdo terapéutica para
leucemias, cancer de testiculo e doenca de Hodking. A Podofilotoxina, o etoposideo
e Teniposideo, derivado da planta Podophyllum peltatum, inibidor da topoisomerase
Il e utilizados ativamente contra cancer de pulmao, leucemia linfocitica aguda e
tumores do epitélio germinativo. O paclitaxel e docetaxel, derivados da espécie
Taxus brevifolia, tendo a tubulina como alvo molecular, utilizado potencialmente em
carcinomas de ovéario e mama. Camptotencina, topotecano e irinotecano, derivados
da planta Camptotheca accuminata, inibidor da topoisomerase |, indicado
terapeuticamente para cancer de célon. A enzima L-asparaginase, isolada de
culturas de Escherichia coli ou Erwinia cartovora, ativa contra leucemias em
criangas, dentre varios outros exemplos. Enfaticamente, apenas o Paclitaxel e a
Camptotencina foram responsaveis por cerca de 1/3 do mercado global anticancer
em 2002, gerando bilhdes de dolares (BALUNAS & KINGHORN, 2005). Porém,
muitos destes farmacos sdo genotoxicos e podem ocasionar mutacées no DNA
refletindo em tumores secundarios (SACOMAN, 2007).

Assim, o mecanismo anticancer almejado hoje € o que induz a apoptose
apenas as células doentes, malignas (SACOMAN, 2007). Neste sentido, muitos
trabalhos tém relatado a capacidade de muitos extratos de plantas e/ou seus
componentes bioativos em induzir apoptose em células tumorais (LEE et al., 2002;
MORALES et al., 2005; SACOMAN, 2007; COSTA-LOTUFO et al., 2010).

Neste contexto, o Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos em
colaboracdo com as Universidades de Chicago, Ohio e lllinois, fazem um screening
de candidatos a protétipos de farmacos antineoplasicos a partir de plantas desde
2003. Estédo sendo analisadas 5.886 plantas de 288 familias, 1.358 géneros e 2.582
espécies. E das plantas ja estudadas foram isolados diversos bioativos com
potencial atividade para diversas linhagens celulares de tumores humanos,
destacando, principalmente, os compostos terpendides (BALUNAS & KINGHORN,
2005).

Em 2007, com o avanco da pesquisa de produtos naturais, mais trés
medicamentos anticancer derivados da natureza foram aprovados: o Ixempra®
(ixabepilona), derivado da epotilona, com ag¢do nos microtubulos; o Yondelis®

(trabectedina), primeiro medicamento antineoplasico de origem marinha, alquilante
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de DNA; e o Torisel® (temsirolimus), inibidor de proteina quinase (COSTA-LOFUTO
et al., 2010). A insercdo destes farmacos no mercado antineoplésico reafirma a
importancia da pesquisa com fontes naturais e comprova, na pratica, a volta da
natureza no cenario cientifico oncoldgico.

Diante de tantos exemplos, pode-se dizer que, de fato, a natureza armazena
na sua biodiversidade uma série de substancias que ainda poderéo ser identificadas
com alto potencial anticancer. E neste contexto, o Laboratério de Farmacologia e
Toxicologia Celular da Universidade Federal de Goias (LFTC - UFG) tém
investigado diferentes plantas com potencial antitumoral, dentre elas a Eugenia
dysenterica DC. (Mytaceae), em contribuicdo com a busca de novas alternativas

medicamentosas para melhorar a eficacia do tratamento das doencas neoplasicas.

1.6 FAMILIA MYRTACEAE NO CONTEXTO DO CANCER

A familia Myrtaceae é amplamente distribuida, ocorrendo preferencialmente,
nas zonas tropicais e subtropicais, e € considerada uma das mais importantes
familias da flora brasileira devido a larga ocorréncia de espécies comestiveis e/ou
usadas na medicina tradicional (CRUZ & KAPLAN, 2004; PEPATO, 2005; VALLILO,
BUSTILLOS & AGUIAR, 2006). Possui cerca de 140 géneros, 0s quais reinem mais
de 3000 espécies desde arbustos a arvores de grande porte (AURICCHIO &
BACCHI, 2003; VALLILO, BUSTILLOS & AGUIAR, 2006), sendo um dos grupos
predominantes do componente arbéreo da Mata Atlantica (LOMBARDI &
GONCALVES, 2000; CRUZ & KAPLAN, 2004). E bem representada na Austrélia, no
Leste Asiatico e nas Américas, embora seja presente em todo mundo (ALBERTON,
2001; AURICCHIO & BACCHlI, 2003).

Caracteriza-se por possuir folhas simples, opostas, providas de glandulas
aromaticas. As flores séo regulares, hermafroditas, solitrias ou agregadas em
florescéncia e os frutos geralmente apresentam-se sob a forma de baga ou capsula
(AURICCHIO & BACCHlI, 2003).

Esta familia é subdividida em outras duas subfamilias: Leptospermoideae que
engloba os géneros Eucalyptus, Leptospermum e Malaleuca, e Myrtoideae que inclui
0s géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Pseudocaryophyllus, Syzygium e Eugenia.
Porém, aproximadamente um ter¢co das espécies pertencentes a familia Myrtaceae
séao do género Eugenia (ROMAGNOLO & SOUZA, 2006) e distribui-se em areas que
vai do México a Argentina (AURICCHIO & BACCHI, 2003).
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O uso medicinal de muitas espécies da familia Myrtaceae tem sido
comprovado, como a atividade antimicrobiana, atividade antiviral, hipoglicemiante,
antioxidante e anticancerigena (APEL et al., 1998; SILVA et al., 2000; GRAHAM et
al.,, 2000; GOUN et al.,, 2002). No entanto, elas sdo comumente utilizadas no
tratamento de distarbios gastrintestinais, estados hemorragicos e doencas
infecciosas, devido suas propriedades adstringentes (CRUZ & KAPLAN, 2004).

Em relacdo a sua constituicdo quimica, podem ser citados para esta familia
taninos, flavonodides, 6leos essenciais, acidos como elagico e ursélico, e em algumas
espécies, saponinas (GOTTLIEB, 1972; LUNARDI, 2001; WATANABE, 2004).
Sendo muitos destes constituintes detentores de um amplo espectro de atividade
antineoplasica (PORTER, SIMMONDS & NICLUGHADA, 1999; SILVA et al., 2000).

Inserido neste contexto, algumas espécies da familia Myrtaceae vém se
destacando na pesquisa por possuirem componentes fitoquimicos com potencial
atividade antitumoral, a exemplo o limoneno, B-cariofileno, eugenol, &cido gélico e
acido elagico (YANG, LEE & YEN, 2000; YOO et al., 2005).

GRAHAM e colaboradores (2000) expuseram uma relacdo de novas espécies
usadas na medicina popular a partir de uma consulta ao banco de dados
‘NAPRALERT”. Nesta relacdo encontra-se a espécie Leptospermum scoparium
Forst. e Forst onde suas partes aéreas sdo comumente utilizadas pela populacdo
australiana contra diversos tipos de cancer.

Estudos etnofarmacolégicos de plantas medicinais comumente utilizadas pela
populacdo russa no tratamento de leucemias também enfatiza outra espécie, a
Eucalyptus vilinalis Labill, e diante desta observacdo, GOUN e colaboradores (2002)
comprovaram o grande potencial antileucémico desta planta em linhagem de células
leucémicas de camundongos (L1210).

Devido as facilidades oferecidas aos estudos de investigacdo antitumoral
trazidas pelos modelos celulares de céancer, pesquisadores tendem a preferirem as
linhagens tumorais comerciaveis ao invés de construirem suas proprias culturas.
Estudos realizados com tais modelos garantem maior reprodutibilidade dos
resultados possibilitando comparacdes com estudos realizados em todo mundo
(KUMAR, 2008).

A espécie Eugenia jambos L. que apresenta propriedades antipiréticas e
antiinflamatdrias, € exemplo de espécie que vem se destancado por exercer forte

efeito citotoxico em células leucémicas humanas por agdo de dois taninos
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hidrolizaveis, a 1-O-galoil-castalgina e a casuarinina. Ambos inibiram
significativamente células leucémicas promielociticas humanas (linhagem HL-60) e
demonstraram baixa citotoxicidade para linfécitos e células hepaticas humanas
normais (LI et al., 2009).

Outra espécie com destaque é a Eugenia caryophyllata que demonstrou
atividade antioxidante e apoptética em células leucémicas humanas da linhagem HL-
60 devido a presenca do fitoconstituinte eugenol isolado do 6leo essencial das folhas
(YOO et al., 2005).

Nos estudos de LUNARDI et al., (2001) também observou-se que a espécie
Eugenia moraviana possui atividade antitumoral atribuida, principalmente, aos
acidos platanico e betulinico presentes nas folhas e sementes da espécie
(LUNARDI, 2001).

A espécie Myrcia amazbénica DC. conhecida comumente como pedra-ume-caa,
tem suas folhas usadas na medicina popular como importante hipoglicemiante e
também possui acdo comprovada como antileucémico (CRUZ & KAPLAN, 2004).

Ainda a espécie Campomanesia adamantium devido a presenca do
monoterpeno D-limoneno, possui potente atividade quimioterapica em cancer de
mama, pancreas e prostata (CROWELL et al., 1994; VALLILO, BUSTILLOS &
AGUIAR, 2006).

Feijoa sellowiana, popularmente chamada de goiaba serrana, igualmente a
outras espécies da familia Myrtaeae, possui propriedades antitumorais (BONTEMPO
et al.,, 2007; WESTON et al.,, 2010). No estudo realizado por Bontempo e
colaboradores (2007), motivados pela observacéo da baixa incidéncia de cancer nos
paises tropicais e subtropicais onde os frutos da espécie sdo consumidos
diariamente, investigaram esta propriedade em diferentes modelos celulares (cancer
cervical, de mama, de prostata e leucemia) e assim confirmaram o potencial
antitumoral da espécie. Acredita-se que esta atividade advém da presenca de
flavonas nos frutos.

A espécie Psidium cattleianum, conhecida como aracazeiro, também possui
acdo anticancerigena uma vez que inibe a proliferacdo celular do céncer de
estdmago humano induzindo a apoptose (MOON et al., 2011).

Assim, como bem exemplificado, a familia Myrtaceae compreende um arsenal
de espécies promissoras para o desenvolvimento de protétipos eficazes ao

tratamento do cancer. E motivados por isso, investigamos as possiveis propriedades
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antitumorais de mais uma espécie desta familia facilmente encontrada no cerrado

goiano, a espécie Eugenia dysenterica DC.

1.7 Eugenia dysenterica DC.

Refere-se a uma arvore frutifera do cerrado de até 10m de altura, de tronco e
ramos tortuosos, casca grossa e fissurada (Figura 8), com frutos de formato
globoso, bagaceo, amarelo claro e levemente acido, conhecida popularmente como
cagaita (RIBEIRO, PROENSA & ALMEIDA, 1986; NAVES et al., 1992). Suas folhas
sdo comumente usadas como antidiarréico (PALHARES, 2003), para diabetes e
ictericia (SILVA, 1999), o fruto como laxativo e a entrecasca como antiinflamatério
(PALHARES, 2003; COELHO et al., 2005). No entanto, no estudo realizado por
Costa e colaboradores (2000), verificou-se também, a atividade antifingica do 6leo
essencial extraido das folhas, apresentando acdo contra isolados clinicos de
Cryptococcus neofarmans provenientes de pacientes HIV positivos.

Em estudo realizado por Costa et al., (2000) verificou-se que o 6leo essencial
das folhas de E. dysenterica DC. € composto por uma mistura de mais de 50
substancias, dos quais 42 foram identificadas através de cromatografia gasosa
associada a espectrometria de massas. 60% dos componentes Sao
sesquiterpendides e 28% sdo monoterpendides, dos quais o 6xido de (3-cariofileno e
0 a-humuleno sdo os sesquiterpenos majoritarios assim como 0os monoterpenos a-
tujeno e sabineno. A composicdo supra descrita assemelha-se a encontrada no 6leo
essencial de outras espécies do mesmo género e que possuem atividade
antitumoral.

Ja no estudo de Ferri e colaboradores (2008) notou-se que os 6leos dos frutos
de Eugenia dysenterica DC. colhidos durante trés estagios de amadurecimento e
analisados em cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas,
apresentaram como grupo de componentes volateis mais abundantes os
hidrocarbonetos de monoterpenos. Limoneno, E-B-ocimeno e B-pineno foram os
componentes mais encontrados nos estagios imaturos e semi-maduros, enquanto y-
muroleno, B-cariofileno e a-humuleno foram os componentes majoritarios em frutos
maduros.

No estudo realizado por COUTO e co-autores (2009) foi observado, com a

prospeccao fitoquimica do po6 das folhas, a presenca predominante dos compostos
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fendlicos: taninos e flavondides. Estes achados ratificam o potencial terapéutico da
espécie como antidiarréico e chamam a atencdo em razdo das propriedades
antioxidantes e antitumorais destes componentes.

Diante do encontrado com a prospeccao fitoquimica, as substancias
encontradas nos frutos e no 6leo essencial das folhas e fundamentado na
observacgdo do efeito antioxidante e apoptotico de espécies da mesma familia, além
de poucas pesquisas de nivel farmacoldgico, Eugenia dysenterica DC. é uma
espécie que despertou 0 nosso interesse na busca por novos candidatos a farmacos

com promissor potencial antitumoral.

Figura 8: Arvore de Eugenia dysenterica DC. no municipio de Nova América-GO — COUTO, R. O.,
agosto de 2008.
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2. OBJETIVOS
2.2 OBJETIVO GERAL

Com o objetivo de avancar no conhecimento a cerca das propriedades
biologicas da espécie E. dysenterica DC., foi investigado o potencial indutor de
morte, in vitro e in vivo, do extrato hidroalcodlico padronizado das folhas de E.

dysenterica DC., além do seu perfil de seguranca.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito citotéxico do extrato padronizado hidroalcodlico das folhas de
E. dysenterica DC. sobre a linhagem leucémica K562 e HL60;

e Analisar a morfologia celular das células tratadas com o extrato;

e Investigar o potencial indutor de apoptose do extrato em células leucémicas
K562 e HL60;

e Pesquisar os mecanismos de inducao da morte celular, se existir;

e Avaliar a capacidade do extrato em aumentar a sobrevida de animais
portadores de tumor ascitico de Ehrlich (TAE).

e Avaliar o perfil de seguranca do extrato frente as células basais 3T3
(fibroblastos de camundongos) e eritr4citos;

e Avaliar a toxicidade oral aguda do extrato.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA

[ Producio do extrato de E. dysenterica DC. ]% LPPN:
- Padronizagéo;

l J - Perfil quimico por HPLC.

[ LFTC: Estudo aptltumoral in ] [ LFTC: Estudo a_ntltumoral in ] [ LENE Ehssiosie segurenca ]
vitro: vivo:

| | | |

Citotoxicidade: Curva de sobrevida Hemolise OECD 423

| |

Azul de tripano> MTT (K562,
(K562) HL60)

Vermelho neutro (3T3)

Macanismos de morte celular

Ciclo celular > ERO > Bax/Bcl2 > NFKB > C%sgagse

Ciclina D1 > Apm > TNFR1/FAS > Citocromo c >

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO PADRONIZADO DE Eugenia
dysenterica DC.

Uma amostra do extrato hidroalcodlico padronizado das folhas de E.
dysenterica DC. foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Realino de Paula
pertencente ao Laboratério de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) da Faculdade
de Farmécia da Universidade Federal de Goias.

Para obtencdo do extrato, uma amostra de folhas foi coletada durante o
periodo de pré-antese de um espécime adulto, localizados na zona rural do
municipio de Nova América-Go. A arvore foi marcada com placa de identificacdo e
as coordenadas geogréficas definidas através de GPS manual (W 49° 59' 00,5"/S
15° 00' 29,5" / 674m). Uma exsicata foi preparada e depositada no Herbéario da UFG
sobre registro UFG-41319. No LPPN-FF/UFG, a amostra foi dessecada a
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temperatura ambiente, cominuida em moinho de facas e acondicionada ao abrigo de
luz e umidade (COUTO et al., 2009).

O extrato hidroalcoodlico foi obtido por percolacdo usando como solvente
etanol a 70% (m/m) (Vetec, RJ, Brasil) a partir de 1000 g de p0. Este processo foi
realizado em trés etapas (LIST & SCHMIDT, 1989): 1) pré-intumescimento por 2 h
com uma propor¢do droga:solvente de 3:1; 2) maceracdo intermediaria por 24 h; 3)
percolacdo (0,2 + 0,05 mL.min.}). Foram usadas solucdes de gelatina a 2,5% e
cloreto férrico a 3% para a monitoracdo do esgotamento dos constituintes quimicos
da droga vegetal. Este material foi acondicionado em frascos ambar fechados sob
refrigeracao (-2 a +8 °C) para caracterizacao e posterior secagem por liofilizacao.

O extrato liofilizado das folhas da E. dysenterica DC. foi padronizado pelo
doseamento dos seus marcadores quimicos principais. As determinacdes dos teores
de polifendis e taninos totais seguiram a metodologia proposta por Hagerman &
Butler (MOLE & WATERMAN, 1987a e b), com adaptacdes. Os flavondides totais
foram determinados usando o método colorimétrico do AICl; (KUMAZAWA,
HAMASAKA & NAKAYAMA, 2004).

Todos os reagentes, solucBes e solventes foram de grau analitico e com
laudo de qualidade do fabricante.

3.2.1 Preparo das solucdes estoque e uso do extrato padronizado de Eugenia

dysenterica DC. para os testes in vitro

A solucédo estoque do extrato foi preparada a 250 mg/mL utilizando como
solventes DMSO (Synth, SP, Brasil) e agua ultrapurificada na proporcdo 1:1. A
solucéo foi homogeneizada em agitador de tubos (Quimis, SP, Brasil) e, em seguida,
deixada em banho ultra-som (Unique, SP, Brasil) por 40 minutos. Ap6s a
homogeneizacédo, a solucdo foi filtrada em membrana 0,22 um (TPP, Suica) e
estocada em tubo estéril a -20° C até o momento dos testes.

A solucédo-uso do extrato foi preparada apenas no momento dos testes,
diluida em meio RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A maior concentragcdo
testada foi de 2.5 mg/mL a 0,5% de DMSO até a concentracdo de 0,019 mg/mL.

Estas solugbes foram obtidas a partir de diluicdes seriadas 1:1.

3.3 LINHAGENS CELULARES
3.3.1 Linhagem K562
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A linhagem K562 € constituida por células em suspensdo de Leucemia
Mieldide Crénica (LMC) resistente, obtida do “America Type Culture Collection”,
ATCC, Rockville, Maryland, USA. Estas células foram mantidas em cultura com meio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (Cultilab™) e 1% de glutamina, eritromicina e estreptomicina (Sigma) em
estufa com 5% de CO, e a uma temperatura constante de 37°C.

A incubacéo in vitro destas células em presenca das diferentes concentracdes
do extrato de E. dysenterica DC. (2,5 mg/mL a 0,019 mg/mL) foi realizada utilizando
2 métodos especificos de investigacdo de viabilidade celular: exclusdo do corante
azul de tripano e reducao do tetrazolio (MTT), decritos no item 3.3 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA).

3.3.2 Linhagem HL-60

A linhagem HL-60 s&o células em suspensdo de Leucemia Promielocitica
Aguda (LPA), obtida do ATCC, Maryland, USA. Estas células foram mantidas em
cultura com meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (Cultilab™) e 1% de glutamina, eritromicina e
estreptomicina (Sigma) em estufa com 5% de CO, e a uma temperatura constante
de 37°C.

A incubacéo in vitro destas células em presenca das diferentes concentracdes
do extrato de E. dysenterica DC. (2,5 mg/mL a 0,019 mg/mL) foi realizada utilizando

apenas o método MTT para investigacdo da viabilidade celular.

3.3.3 Linhagem 3T3

A linhagem 3T3 é constituida por células aderentes de fibroblastos de
camundongos, cedida pela Professora DraMari Cleide Sogayar, do departamento de
bioquimica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo. Estas células
foram mantidas em cultura com meio DMEM-1640 (Sigma™, St. Louis, MO)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Cultilab™), 1% de glutamina,
eritromicina e estreptomicina (Sigma) em estufa com 5% de CO, e a uma
temperatura constante de 37°C.

A incubacéo in vitro destas células em presenca de diferentes concentragfes

do extrato hidroalcoolico das folhas de E. dyseterica (0,3 mg/mL a 0,002 mg/mL) foi



46

realizada utilizando a metodologia de incorporacdo do vermelho neutro para
investigagcdo da citotoxicidade do extrato frente células basais e estimar a possivel

DL50 para realizacao do teste de toxicidade oral aguda (OECD 423).

3.4 AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE Eugenia dysenterica DC.
SOBRE AS LINHAGENS HL60 E K562 PELO METODO DE EXCLUSAO DO
CORANTE AZUL DE TRIPANO E PELO METODO DE REDUCAO DO
TETRAZOLIO (MTT)

Os estudos in vitro sdo de extrema importancia para ampliar 0s
conhecimentos sobre os efeitos citotoxicos causados por agentes quimicos e para
estimar seus efeitos em humanos (VALADARES, 2006). Dessa forma, com o intuito
de avaliar o potencial citotoxico do extrato de E. dysenterica DC. em células
leucémicas foi empregado dois ensaios com principios diferentes: o método de
exclusdo do corante azul de tripano e o método de reducéo do tetrazélio (MTT).

A fim de determinar a integridade da membrana celular foi utilizado o método
azul de tripano que avalia a integridade da membrana através da permissdo ou ndo
do corante pela membrana plasmatica. As células viaveis permanecem translicidas,
pois excluem o corante, e as células ndo viaveis, que apresentam danos ha
membrana celular, incorporam o corante e coram de azul (NOGUEIRA, 2008b).

E para avaliar a atividade enzimatica mitocondrial foi realizado o ensaio de
reducdo do MTT que tem como principio a absor¢cdo do sal {Brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazélio]} pelas células viaveis, que o reduzem, no
interior da mitocéndria, a um produto denominado formazan, através da enzima
succinato-desidrogenase, formando cristais azuis insollveis. Este produto,
acumulado dentro da célula, é solubilizado através da adicdo de um solvente
apropriado, como o DMSO. A intensidade da coloracdo € utilizada para medir a
integridade mitocondrial, e, consequentemente, a viabilidade celular (MOSMAN,
1983; NOGUEIRA, 2008b).

3.4.1 Preparo da suspensao celular
O volume de 20 mL contido na garrafa de cultivo celular foi centrifugado a
1500 rpm por 10 minutos. Descartados o sobrenadante, o botdo celular foi

ressuspenso com 1 ml de meio RPMI. Desse volume foi retirada uma aliquota de 20
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UL e colocados em 180 pL de azul de tripano, e apdés homogeneizacao 20 pL foram
retirados e colocados em camara de Newbauer para o calculo da viabilidade:

NGmero de células contadas x 10 (diluicdo) x 10 (diluicéio da camara)

A viabilidade para realizacdo do teste foi sempre superior a 90%. E a

concentracdo celular utilizada no plaqueamento foi de 1 x 10° células/mL.

3.4.2 Plagueamento

A suspensao celular (1x10° células/mL) foi distribuida em placas de 96 pocos
(TPP, Trasadingen, Suica), 90 uL por poco, em seguida 10 pyL das diferentes
concentracbes de E. dysenterica DC. (2,5 a 0,019 mg/mL) foi adicionado ao seus
pocos correspondentes e a placa foi incubada em estufa a 37° com 5% de CO, por
24, 48 e 72 horas (Figuras 9 e 10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

RPMI O Controle Celular O Controle do Veiculo

Concentragdes decrescentes de E. dysenterica (2,5 a 0,019 mg/mL)

Figura 9: Representagéo do teste de citotoxicidade — Método de exclusao do azul de tripano em
células K-562. Nos pocos extremos da placa foi colocado 100 yL de meio RPMI para garantir a
umidade. Nos pocos B2 ao G2 10 uL de meio RPMI e 90 pL de suspensao celular a 1x10° células
/mL. Nos pocgos B11 ao G11 10 pL de DMSO a 5% e 90 pL de meio RPMI. E nos pogos centrais 10
uL do extrato de E. dysenterica nas diferentes concentracdes e 90 pL de suspensao celular a 1x10°
células /mL. O teste foi feito em sextuplicata.
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O Branco sem extrato O Controle Celular . Controle do Veiculo

I:l Concentracgdes decrescentes de E. dysenterica (2,5 a 0,019 mg/mL)

. Branco com extrato

Figura 10: Representagdo esquematica do teste de citotoxicidade — Método de reducdo do MTT em
células K-562. Nos pocos da coluna 1 e 12 e nos pogos A2, H2, All e H11 da placa foi colocado 100
pL de meio RPMI para garantir a umidade. Nos pocos B2 ao G2 10 pL de meio RPMI e 90 pL de
suspencéo celular a 1x10° células /mL. Nos pocos B11 ao G11 10 pL de DMSO a 5% e 90 uL de
meio RPMI. Nos pogos centrais é colocado 10 pL do extrato de E. dysenterica DC. nas diferentes
concentracdes e 90 pL de suspenséo celular a 1x10° células /mL. E nos pocos A3 ao All e H3 ao
H11 foi colocado 10 pL do extrato correspondente a concentracdo testada na respectiva coluna e 90
pL de meio RPMI. O teste foi feito em sextuplicata.

Apbs o periodo de incubacao, quando realizado o método de exclusédo do
corante azul de tripano, uma aliquota de 20 pL da suspenséo de células foi retirada
de cada poco e diluida em 180 uL de azul de tripano a 0,2%. As células foram
observadas conforme as suas alteracdes morfolégicas e contadas em camara de
Neubauer. As células viaveis, que excluiram o corante, possuiam um aspecto
translucido e as células mortas apresentavam coloragéo azulada. O percentual de

inibicéo celular, na presenca do extrato em estudo, foi calculado da seguinte forma:

%Viabilidade = média do n° céls. viaveis dos pocos tratados de cada [] X 100

média do nimero de células do controle
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E pelo método de reducdo do MTT, apds o periodo de incubagéo, cada pogo
recebeu 10 yL de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 5 mg/mL e a placa foi
novamente incubada por 4 horas. Em seguida, centrifugou-se a placa a 800 rpm por
10 minutos e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Adicionou-se, entao,
100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) (Vetec, RJ, Brasil) em cada pocgo, para
solubilizac&o dos cristais de formazan, a placa foi homogeneizada e a concentracéo
de formazan solubilizado foi quantificada espectroscopicamente por meio de um
leitor ELISA (Stat Fax 2100, Awareness Technology, Dusseldorf, Germany) em
comprimento de onda de 545 nm. A absorbéancia das células controle (ndo tratadas)
foi considerada como 100% de viabilidade celular.

A citotoxicidade do extrato foi calculada da seguinte forma:

%Viabilidade = Média da absorbancia de cada [ ] do extrato - brancos x 100

Média da absorbancia do controle - brancos

As amostras foram analisadas em sextuplicatas em trés experimentos
independentes, sendo os resultados obtidos submetidos a andlise estatistica e

representados em gréfico.

3.5 ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR

A apoptose pode ser reconhecida por caracteristicas morfolégicas muito
marcantes e coordenadas. De modo geral h4 uma retracdo da célula,
estrangulamento do citoplasma, fragmentacédo do DNA e condensac¢ao da cromatina,
formacdo de prolongamentos na membrana celular (blebs) e empacotamento do
conteudo celular em vesiculas (corpos apoptéticos). Essas alteracbes de
autodestruicdo celular, in vivo, fazem com que a célula seja fagocitada por células
especializadas como os macrofagos (GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007,
PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008). No entanto, in vitro, a célula apoptotica
acaba extravasando seu contetdo, como na necrose, devido a auséncia das células
fagociticas (PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008).

A investigagdo da apoptose pela analise da morfologia celular foi realizada
por microscopia Optica e de fluorescéncia, através da coloragdo descrita por
Rosenfeld (1947) e pelo corante Hoechst 33342 (Invitrogen, Eugene, OR, USA).
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3.5.1 Morfologia celular com corante Rosenfeld

Esta técnica compreende uma mistura de corantes pancrémicos, Giemsa e
May-Grunwald, capazes de colorir em tons rosados 0os componentes de nucleo,
por este ser mais acido, e em tons azulados os componentes do citoplasma

(mais basico).

3.5.1.1 Preparo da solucédo de Rosenfeld

A solucdo de Rosenfeld foi obtida a partir da mistura de 0,97 g do corante
Giemsa (Merck, Brasil) e 0,53 g do corante May-Grunwald (Merck, Brasil) em 1
mL de metanol (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Antes de usar, a solucao foi
filtrada.

3.5.1.2 Preparo das laminas

Inicialmente as laminas foram confeccionadas por citospin. Para isto as
células K-562 na concentracdo de 1x10° células/mL foram incubadas sem e com 75
png/mL de E. dysenterica DC. em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino e em estufa com 5% de CO, a 37°C durante 24 horas. Em seguida as
células foram lavadas com PBS gelado e centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos. O botdo celular foi ressuspenso em PBS e 250 pL das suspensdes
celulares (com e sem tratamento) foram colocadas nas laminas e submetidas a

centrifugacdo a 800 rpm por 10 minutos.

3.5.1.3 Coloracédo das laminas

Apbs o citospin as células foram expostas a 200 yuL do corante Rosenfeld
durante 3 minutos, em seguida foi acrescentado o mesmo volume de 4gua destilada
por 15 minutos e, entdo, as laminas foram lavadas em agua corrente para retirar o
excesso do corante.

Apds a secagem, as laminas foram analisadas em microscépio Optico (DM
2000, Leica microsystems, Bannockburn, USA) e fotografadas com camera canon
powershot S80 acoplada a objetiva de 100 x.
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3.5.1.4 indice de células com fragmentacg&o na cromatina
Para a determinacdo do indice de células com fragamentacdo na

cromatina, as laminas foram analisadas em microscopio 6ptico (DM 2000, Leica
microsystems, USA) e as imagens foram fotografadas usando a objetiva de 100x
e zoom de 5x (Canon powershot S80). Para cada amostra, foram analisados 6
campos microscépicos consecutivos e a analise quantitativa foi realizada
considerando a porcentagem de células com caracteristicas morfolégicas de

apoptose em relacdo ao total.

3.5.2 Avaliagdo da morfologia celular com corante Hoechst 33342
O corante Hoechst 33342 (2-[4-etoxifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5-1-

trinidrocloridrato de benzimidazol) devido a sua habilidade.

3.5.2.1 Preparo da solucédo de Hoechst 33342
O corante Hoechst 33342 (Invitrogen, Eugene, OR, USA) foi solubilizado em

PBS na concentracdo final de 10 ug/mL e estocado a —20°C até o momento da

coloragéo.

3.5.2.2 Coloracao das laminas

Apos o citospin, as células foram expostas a uma solucao fixadora de acido
acético e metanol (1:3) por 10 minutos, expostas a 100 pL do corante durante 10
minutos no escuro e lavadas com agua deionizada. Em seguida a laminula foi
fixada com glicerina e as laminas foram analisadas e fotografadas em microscopio
de fluorescéncia (DMI 4000 B, Leica microsystems, Bannockburn, USA), utilizando-

se o programa LAS-AF, filtro A4, cor azul.

3.6 EFEITOS DE E. dysenterica DC. SOBRE A PROGRESSAO DO CICLO
CELULAR

A célula é capaz de monitorar os ambientes intra e extracelular durante as
fases G1, G2 e M do ciclo celular. Esta capacidade permite a célula assegurar as
condi¢Oes ideais para prosseguir a divisdo celular. Ao final das fases, G1 e G2, e
na fase M ocorrem os checkpoints (pontos de checagem), onde, se o ambiente
nao for favoravel ao desenvolvimento da célula, esta atrasa seu processo em
uma das fases podendo entrar em apoptose (GRIVICICH, REGNER & ROCHA,
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2007, PELLEGRINI, PINTO & CASTILHO, 2008). Portanto, é de extremo interesse
que uma substancia com potencial antitumoral provoque danos a célula,
impossibilitando-a de progredir no ciclo celular.

Assim, a fim de analisar se o extrato de E. dysenterica DC. seria capaz de
alterar algum ponto do ciclo celular, as células K-562 na concentracdo de 1x10°
células/mL foram tratadas sem e com 75 pg/mL (CI50 de 72 horas) de E.dysenterica
DC. em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e em estufa com
5% de CO, a 37°C, por 24 horas. Apos incubacéo as células foram transferidas para
tubo de citometria, lavadas com 1 mL de PBS gelado e centrifugadas a 1500 rpm
durante 10 minutos. Posteriormente o bot&o celular foi fixado com 1 mL de etanol a
70% e incubado a -20°C overnight. Em seguida as células foram lavadas com PBS
gelado, e as células marcadas foram expostas a 200 pug/mL de RNAse (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 50 ug/mL de iodeto de propidio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) e incubadas a 4°C no escuro por 2 horas. E ao restante dos tubos
foram adicionados 500 pL de PBS. Apds o periodo de incubacédo as amostras foram
analisadas em citdmetro de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences, NJ, USA) e os
resultados apresentados em gréficos tipo histograma indicando o niumero de células
versus o contetdo de DNA indicado pela intensidade de fluorescéncia. Foram
selecionados 10.000 eventos de células homogenias (gate).

3.6.1 Anédlise da expressao de ciclina D1

Ciclina D1 é uma proteina que atua no ciclo celular acelerando a fase G1 para
entrar na fase S. E considerada um oncogene uma vez que seu aumento desregula
o ciclo celular e contribui para o aparecimento do cancer (MAAHS et al., 2007).

Para analise da expressao de ciclina D1 as células K-562 na concentracao
de 1x10° células/mL foram incubadas sem e com 75 pg/mL de E. dysenterica DC.
em meio RPMI mais 10% de soro fetal bovino e em estufa com 5% de CO, a 37°C
durante 24 horas. Apés incubacdo as células foram lavadas com PBS-BSA gelado
duas vezes, 1500 rpm por 10 minutos. Logo apds as células foram expostas a 250
puL de uma solucéao de fixacdo e permeabilizacdo (BD Biosciences, Pharmingen,
San Diego) por 20 minutos e lavadas com PBS acrescido de 0,5% de tween 20
(PBS-T20). Em seguida foram expostas a 5 pL do anticorpo monoclonal
especifico ciclina D1-PE durante 20 minutos no escuro. ApdOs este periodo, as

células foram lavadas com PBS-T20, 1500 rpm por 10 minutos e o botdo celular
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ressuspenso em 300 pL de PBS-BSA. As amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences, NJ, USA).

3.7 AVALIAQAO DO POTENCIAL INDUTOR DE APOPTOSE DE E. dysenterica
E OS MECANISMOS DE INDUQAO DE APOPTOSE

Sabe-se que a acdo antineoplasica dos agentes quimioterapicos esta
intimamente relacionada a apoptose. Porém evidéncias tém mostrado que a
acao antitumoral de muitas drogas tem seu mecanismo de acéao principal sobre o
limiar desse processo de morte, fato este que justifica a importancia de se
estudar o processo apoptético e tudo que possa estar relacionado a ele (MOTA,
2010).

A avaliacdo do potencial indutor de apoptose de E. dysenterica DC. foi
realizada por citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences, USA) através
da avaliacdo do estresse oxidativo por espécies reativas de oxigénio (ERO)
intracelular, da avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial pela coloracdo
com rodamina 123 (Rh-123) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), do
monitoramento da expressdo de proteinas envolvidas no processo apoptético
utilizando anticorpos monoclonais como bax, bcl2, TNF-R1, NFKB, e citocromo c,
e através da avaliacdo da externalizagcdo da fosfatidilserina por marcagdo com
anexina V-FITC (Kit TACS Annexin V-FITC apoptosis detection, R&D Systems,
UNITED Kingdom)

Além disso, foi analisada, por espectrofotometria a capacidade da E.
dysenterica DC. em ativar a cascata das caspases. Para isso, foi avaliada a

caspase iniciadora 8 e a caspase efetora 3.

3.7.2 Avaliacdao de estresse oxidativo pelo aumento da geracdo de ERO
intracelular

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas quimicamente reativas
contendo oxigénio. Apresentam alto poder reacional devido a presenca de elétrons
desemparelhados na camada de valéncia. Essas espécies sdo conhecidas como
mensageiros secundarios intracelulares quando em baixas concentracdes, porém
desempenham importante papel na sinalizagdo celular apoptética quando em altas
concentracdes. Elas séo liberadas no citoplasma principalmente devido a ruptura de

mitocondria, mas também podem influenciar a funcdo mitocondrial por agir no
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potencial de membrana (Aym) dessas organelas e assim promover a ativacao de
caspases executoras (ANAZETTI & MELO, 2007; LUO, LI & CHEN, 2009).

O corante fluorescente acetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) foi
utilizado para mensurar os niveis de ERO induzidos pela E. dysenterica DC.. O
DCFH-DA é um composto que € diacetilado por esterases a
diclorodihidrofluoresceina (DCFH). O DCFH, por sua vez, na presenca de ROS, é
oxidado a diclorofluoresceina (DCF) emitindo alta fluorescéncia.

Para a realizacdo deste ensaio, as células K562 na concentragéo de 1x10°
células/mL foram incubadas sem e com 75 ug/mL de E. dysenterica DC. em meio
RPMI mais 10% de soro fetal bovino e em estufa com 5% de CO, a 37°C, durante 3,
6, 12 e 24 horas. ApOGs as incubactes as células foram lavadas com PBS a 37°C,
1500 rpm por 10 minutos e expostas ao DCFH-DA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) a 10 pM (400 pL) por 1 hora a 37°C, no escuro. Em seguida a intensidade de
fluorescéncia foi mensurada em citometro de fluxo (FACSCanto I, BD Biosciences,
USA). Os resultados foram representados em gréaficos indicando o numero de
células versus a intensidade de fluorescéncia produzida pelo corante. Foram

selecionados 10.000 eventos em gate.

3.7.3 Avaliagédo do potencial de membrana mitocondrial (Aym)

A mitocébndria é considerada a principal mediadora do processo apoptético.
Essa organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizagédo
mitocondrial, liberacdo de moléculas pré-apoptoticas nela presentes e consequente
perda do potencial de membrana mitocondrial. A perda do Aym leva a uma
diminuicdo da producéo de energia pela célula, enquanto o citocromo ¢, ao sair da
mitocbndria, interage com o dominio CARD da proteina Apaf-1, formando um
complexo que catalisa a ativagdo de caspases, culminando com a morte celular
(GRIVICICH, REGNER & ROCHA, 2007; SMAILI et al., 2009).

Alteracbes do potencial de membrana mitocondrial foram analisadas pelo
monitoramento das ceélulas apés coloracdo com rodamina 123 (Rh 123). Este
fluorocromo catidnico € atraido pelo elevado potencial elétrico negativo da
membrana mitocondrial, incorporando-se no interior destas organelas. Alteracoes
gue comprometam a integridade mitocondrial podem ser detectadas através da

reducgéo da fluorescéncia nestas organelas (PEREIRA, 2009).
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Para este ensaio, as células K562 na concentracdo de 1x10° células/mL
foram tratadas sem e com 75 pg/mL de E. dysenterica DC. em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino e incubadas em estufa com 5% de CO,
a 37°C por 3, 6, 12 e 24 horas. Em seguida as células foram lavadas com PBS a
37°C, 1500 RPM por 10 minutos e expostas a 1 pg/mL de rodamina 123 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) durante 1 hora a 37°C, no escuro. Logo as amostras
foram lavadas como anteriormente e analisadas por citometria de fluxo. Os
resultados foram representados em graficos indicando o nimero de células versus a
intensidade de fluorescéncia produzida pela incorporacdo do corante. Foram
selecionados 10.000 eventos em gate.

3.7.4 Estruturas envolvidas no processo apoptético: bax, bcl2, TNF-R1,
FAS, NFKB e citocromo ¢

As proteinas intracelulares foram identificadas por anticorpos monoclonais
conjugados a fluorocromos. As células K562 na concentracédo de 1x10° células/mL
foram incubadas sem e com 75 pg/mL de E. dysenterica DC. em meio RPMI mais
10% de soro fetal bovino e em estufa com 5% de CO, a 37°C durante 24 horas.
Apos incubacéo as células foram lavadas com PBS-BSA gelado duas vezes, 1500
rpm por 10 minutos. Para averiguar a expressao dos receptores de membrana TNF-
R1 e FAS as células foram expostas a 10 pL dos anticorpo TNF-R1 e FAS (Santa
Cruz, Biotechnology) por 20 minutos. Em seguida essas células foram lavadas com
PBS-BSA, 1500 rpm por 10 minutos. Para averiguar a expressdo das proteinas
citoplasmaticas bax (Santa Cruz, Biotechnology), bcl-2 (Santa Cruz, Biotechnology),
NFKB (Santa Cruz, Biotechnology), e citocromo c¢ (Santa Cruz, Biotechnology) as
células foram expostas a 250 pL de uma solucédo de fixacdo e permeabilizacdo
(BD Biosciences, Pharmingen, San Diego) por 20 minutos e lavadas com PBS
acrescido de 0,5% de tween 20 (Vetec, RJ, Brasil) (PBS-T20). Em seguida foram
expostas aos anticorpos monoclonais especificos para cada proteina supracitada
durante 20 minutos no escuro. ApOs esta incubacao, as células foram lavadas
com PBS-T20, 1500 rpm por 10 minutos e o botéo celular ressuspenso em 300 pL
de PBS-BSA. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo a aprtir da

selecao em gate de 10.000 eventos.
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3.7.4 Deteccao da externalizacdo da fosfatidilserina através da marcagdo com
anexina V- FITC

A anexina V é uma proteina de 37KD com capacidade de se ligar com
facilidade aos fosfolipideos de carga negativa da superficie celular na presenca de
ions calcio. A simetria destes fofolipideos é rompida no inicio do processo apoptético
levando a exposicdo da fosfatidilserina pela membrana plasmética. Dessa forma, a
marcacdo com anexina V permite identificar as alteracbes que ocorrem nha
membrana plasmatica durante o inicio desse processo de morte. Esta marcacao
conjuntamente com o corante vital iodeto de propidoeo (PI) permite, também, a
diferenciacdo entre células em apoptose inicial, tardia, células necréticas e células
viaveis (LANDI & MARQUES JUNIOR, 2003; R&D Systems, 2008).

Para este ensaio, as células K-562 foram incubadas a 1x10° células/mL com
75 ug/mL de E. dysenterica DC.. ApOs 24 horas de incubacédo, as células foram
lavadas a 1500 rpm por 10 minutos, ressuspendidas em PBS gelado, e lavadas
novamente com tampao diluido (1:10) do kit. Cada tubo para citometria de fluxo,
previamente identificado, recebeu 100 yL de reagente de incubacdo (Kit TACS
Annexin V-FITC apoptosis detection, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
contendo 10 pL de tampdo, 10 uL de iodeto de propidio, 1 uL de anexina V-FITC e
agua ultrapura (Millipore corporation, NY, USA), durante 15 minutos no escuro. Em
seguida, foi adicionado 400 pL de tampéo diluido 1:10 em agua ultrapura e realizada
a leitura em citdmetro de fluxo. Os resultados foram representados em graficos dot

plots a partir da selecédo em gate de 10.000 eventos.

3.7.5 Atividade das caspases 3 e 8

As caspases (de cysteine asparargil specifc proteases) sdo enzimas que
possuem cisteina no sitio ativo e que clivam proteinas em sitios com residuos de
acido aspartico. Devido a acao direta ou indireta desse grupo de proteases acontece
as mudancas morfolégicas celulares caracteristicas do processo de apoptose. As
caspases envolvidas no processo apoptético podem ser de dois tipos: caspases
iniciadoras (como as caspases 2, 8, 9, 10 e 12) que clivam pro-formas inativas de
caspases efetoras e caspases efetoras (como as caspases 3, 6 e 7) que por sua vez
clivam outros substratos protéicos da célula resultando em apoptose (GRIVICICH,
REGNER & ROCHA, 2007; PEREIRA, 2009).
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Para avaliagcdo da atividade das caspases foi utilizado o kit colorimétrico de
proteases (Caspase 3 ou 8 Assay kit, colorimetric, Sigma), de acordo com as
instrucbes do fabricante, ap6s a incubacao das células com E. dysenterica DC. por
24h. O ensaio € baseado na deteccado espectrofotométrica do cromoforo p-
nitroanilina (pNA) apos a quebra das substancias X-pNA, onde o X sédo sequéncias
de aminoéacidos reconhecidos por caspases especificas. Apds 3 horas de incubacéo
com o substrato de cada caspase pesquisada (caspase 3 e 8), foi feita a leitura em

aparelho de espectrofotometria a 405 nm.

3.8 ENSAIOS DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

3.8.1 Animais
Para o ensaio da atividade antitumoral in vivo, assim como para a

manutencdo das células tumorais de Ehrlich, foram utilizados camundongos Swiss
machos com idade de 8 a 10 semanas, os quais foram fornecidos pelo Biotério da
Industria Quimica do Estado de Goias (IQUEGO). Durante a fase experimental, os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas, em sala climatizada sob temperatura
constante de 26 +2°C, com ciclo escuro de 12 horas. O regime alimentar foi o
classico, com racdo comercial padrédo e agua a vontade.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica animal desta Universidade
obtendo o protocolo CEPMHA/HC/UFG no.: 137/2009.

3.8.2 Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE)
O tumor ascitico de Ehrlich, originalmente descrito por Ehrlich e Apollant em

1905 como um adenocarcinoma de mama, teve origem espontanea em
camundongos. Este modelo experimental auxilia a compreensdo da resposta imune
do hospedeiro, bem como permite avaliar a atividade e o mecanismo de acgéo de
compostos com perspectivas a novos agentes quimioterapicos (MOTA, 2010;
BROMBERG et al., 2010). E amplamente utilizado uma vez que apresenta
inespecificidade diante das diferentes linhagens murinas, nao regredi
espontaneamente, é facilmente transplantavel no tecido cutdneo ou no peritdneo e
apresenta um comportamento agressivo mesmo quando implantado em
concentracdes pequenas (NOGUEIRA, 2008).

A linhagem tumoral de Ehrlich foi originalmente cedida pelo Prof. Dr. Szulim

Zyngier, do Departamento de Farmacologia (ICB-USP). Ela & mantida nas
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dependéncias do Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia Celular - UFG através
de passagens sucessivas, intraperitoneais, entre animais. As células tumorais
crescem na cavidade peritoneal dos camundongos, facilitando sua manutencao
através de passagens consecutivas.

Para o desenvolvimento do tumor de Ehrlich, camundongos Swiss machos e
saudaveis foram inoculados intraperitonealmente com 0,2 mL de uma suspensao de
células tumorais, contendo 6x10° células/mL, provenientes da cavidade peritoneal de
camundongos doadores. Para obtencédo das células, apés dez dias de evolucao do
tumor, o animal doador foi anestesiado subcutaneamente com 10mg/Kg de Xilazina
(Syntec, Cotia-SP, Brasil) e 100 mg/Kg de Cetamina (Agener, Embu-Guacu-SP,
Brasil), e ap0s constatacdo da auséncia de reflexo de pata, foram eutanasiados por
deslocamento cervical e o liquido ascitico colhido com seringa estéril.

Apébs a retirada do fluido viscoso e de aspecto leitoso do peritdbnio dos
camundongos doadores, o numero e a viabilidade das células tumorais foram
determinados através da exclusdo do corante azul de tripano em camara de

Neubauer sob microscopia optica:

Viabilidade = nimero de células x diluigdes x profundidade da camara (10%)

3.8.3 Realizacédo da curva de sobrevida
O liquido ascitico formado na cavidade abdominal dos camungongos é a fonte

nutricional direta para as células do tumor, portanto um aumento rapido desse
liquido favorece o crescimento tumoral uma vez que garante as exigéncias
nutricionais para satisfazer as células do tumor (BOMBERG et al., 2010).

Dessa forma, o estudo dos efeitos do tratamento com o extrato padronizado
hidroalcéolico das folhas da E. dysenterica DC. foi realizado através da avaliagdo da
sobrevida dos animais com o tumor apés o tratamento com diferentes doses: 125
mg/kg, 250 mg/kg e 500 mg/kg. Os animais foram divididos em 4 grupos contendo 6
animais: um grupo controle (animais portadores do TAE e sem tratamento com o
extrato) e trés grupos tratados com as diferentes doses do extrato. No dia zero o
tumor foi inoculado intraperitonealmente e ap6s 24 h o tratamento oral (gavage) foi
iniciado perdurando 10 dias. O extrato foi preparado em agua e DMSO na propor¢ao
9:1.
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Iniciado o tratamento, os animais foram observados diariamente até completar
30 dias de teste e as mortes de cada animal dos diferentes grupos foram

registradas.

3.9 ENSAIOS DE SEGURANCA

4.9.1 Avaliacao do potencial hemolitico

A membrana do eritrocito é uma estrutura dindmica que pode sofrer
mudancas significativas na sua interacdo com farmacos (COSTA-LOTUFO et al.,
2002). Por isso, a fim de avaliar um possivel efeito colateral do extrato
hidroalcéolico da E. dysenterica DC. sobre células sanguineas sadias, foi avaliada a
atividade hemolitica. Este ensaio consiste na avaliacdo do potencial de uma
substancia em causar lesdes na membrana plasmatica dos eritrocitos, seja pela
formacdo de poros ou pela ruptura total. Para esta avaliacdo o sangue de carneiro
suplementado com 0,7% de citrato (EBE-farma, Biol6gica e Agropecuéria LTDA) foi
diluido em solugéo salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10mM, pH 7,4) originando uma
solucdo de eritrocitos (SE) a 2%. O experimento foi realizado em placa com 96
pocos (Figura 11) de acordo com a metodologia proposta por Costa-Lotufo e
colaboradores (2002). Ap6s incubacédo com diferentes concentracdes do extrato da
E. dysenterica DC. (1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,9 ug/mL) por 1
hora sob agitacdo constante a temperatura ambiente (25 + 2°C), a placa foi
centrifugada (1500 rpm por 10 minutos) e realizada a leitura da absorbancia do

sobrenadante em espectrofotdmetro a 540 nm.
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Concentrag¢des crescentes de E. dysenterica (3,9 a 1000 ug/mL)

Figura 11: Representacdo esquemética do teste de hemdlise. Nos pogos da coluna 1 foi colocado
100 pL de salina. Nos pocos da coluna 2, 90 pL de salina e 10 pL de DMSO 1% (controle -). Nos
pocos da coluna 3, 60 pL de salina e 40 pL de Triton X-100 0,5% (controle +). Nos pocos do
quadrante vermelho foi colocado 100 pL do extrato de E. dysenterica nas concentracfes crescentes
(3,9, 7.81, 15.62, 31.25, 62.5, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL). Em seguida 100 pL da SE 2% foi
adicionada em todos 0s po¢os.

3.9.2 Ensaio de incorporacdo do vermelho neutro (2-amino-3-metil-7-dimetil-

amino-cloreto de fenazina) em linhagem basal 3T3

7

O corante vermelho neutro é comumente utilizado como indicador de
citotoxicidade por acumular nos lisossomos de células viaveis (FOTAKIS &
TIMBRELL, 2006). Este corante vital, ligeiramente catibnico, penetra na membrana
celular por difusdo passiva ndo-idnica e se fixa através de ligacdes eletrostaticas a
grupos anidnicos, inclusive fosfatos hidrofébicos, na matriz lisossomal (MELO,
2000).

Todavia, partindo da presunc¢éo de que os sistemas celulares respondem de
forma equivalente quanto a toxicidade independente do critério adotado para
medicdo da viabilidade, o teste de incorporacdo do vermelho neutro também é
empregado como uma respeitavel ferramenta para redugdo do nimero de animais
numa avaliacdo de toxicidade aguda sistémica (VIEIRA et al., 2010). Esta avaliacdo

da citotoxicidade basal € importante e Gtil na toxicologia in vitro porque, como ja
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sabido, as funcbes celulares basais implicam nas fun¢des celulares 6rgao-
especificas (VALADARES, 2006).

Dessa maneira, por se tratar de uma metodologia amplamente difundida no
meio cientifico, com o6tima reprodutibilidade, de facil execucdo e de baixo custo
relativo, o ensaio vermelho neutro pode ser empregado para auxiliar a escolha da
dose na avaliagdo da toxicidade oral aguda segundo a Organizagdo para
Cooperagéo Econdmica e Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation
and Development; OECD) 423 “Toxicidade Oral Aguda de Classe”, 2001. Para este
objetivo o valor da CI50 (concentracdo que inibe 50% das células tratadas quando
comparado as células controle ndo-tratadas) € utilizado para estimar a DL50 (dose
letal mediana) de acordo com a Equacao 1 validada pelo Comité de Coordenacgéo
Interagenciais para Validacdo de Métodos Alternativos (Interagency Coordenation
Commitee on the Validation of Alternative Methods; ICCVAM) (ICCVAM, 2006).

log (DL50) = 0,372 x log (IC50) + 2,024

Equacédo 1: Equacgdo para estimar DL50 (mg/Kg) de misturas a partir do CI50 (pg/mL) encontrado no
teste vermelho neutro.

3.9.1.1 Preparo da suspensao celular

O volume de 20 mL contido na garrafa de cultivo celular, apés serem
desaderidas por acdo de tripsina a 0,025 %, foi centrifugado a 1500 rpm por 10
minutos. Descartados o sobrenadante, o botéo celular foi ressuspenso com 1 ml de
meio DMEM. Desse volume foi retirada uma aliquota de 20 uL e colocados em 180
pL de azul de tripano, ap6s homogeneizacdo 20 puL foram retirados e colocados em
camara de Neubauer para o calculo da viabilidade:

NUmero de células contadas x 10 (diluicdo) x 10 (diluicéio da camara)

A viabilidade para realizacdo do teste foi sempre superior a 90%. E a

concentracéo celular utilizada no plaqueamento foi de 3 x 10* células/mL.

3.9.1.2 Plagueamento
Como representado na Figura 12, a suspenséo celular (3x10* células/mL) foi
distribuida em placas de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Suica), 50 uL por pogo, e

incubadas a 37 °C em estufa com 5% de CO, por 24 horas. Em seguida, as células
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foram expostas a 50 L de diferentes concentracdes do extrato hidroalcéolico da E.
dysenterica DC. (0.31, 0.15, 0.078, 0.039, 0.019, 0.009, 0.0048, 0,0024 mg/mL) e
incubadas novamente sob as mesmas condi¢cdes. Em seguida, o conteudo liquido
da placa foi desprezado, as células aderidas nos pocos foram expostas a 250 pL de
uma solucéo contendo 5% de soro fetal bovino (Cultilab™), 1% do corante vermelho
neutro a 0.3% (Sigma) e meio DMEM - 1640 (Sigma™, St. Louis, MO) por 3 horas a
37° C em estufa de CO, a 5%. Logo apds, a solucdo contendo o vermelho neutro foi
removida dos pocgos, as células foram lavadas com 250 uL de PBS a 37° C e foi
adicionado 100 pL de uma solucéo reveladora contendo 1% de acido acético glacial
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 50 % de etanol P.A (Vetec, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) e 49% de agua deionizada por 20 minutos. Em seguida foi realizada a leitura
espectrofotométrica em aparelho de ELISA (Start fax 2100, Awareness Technology,
Dusseldorf, Germany) a 540 nm.

As amostras foram analisadas em sextuplicatas em trés experimentos
independentes, sendo os resultados obtidos submetidos a andlise estatistica e
representados em gréfico.
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Figura 12: Representacdo esquematica do teste de citotoxicidade — Método de captura do
corante vermelho neutro em células 3T3. 12 ETAPA: Nos pocos da coluna 1 e 12 e nos pogos
A2, H2, A1l e H11 da placa foi colocado 100 uL de meio DMEM para garantir a umidade e nos
demais pocos foi colocado a suspenséo celular a 3 x10* células/mL. 22 ETAPA: Nos pocos B2
ao G2 50 pL de meio DMEM, nos poc¢os B11l ao G11 50 yL de DMSO a 0,12%, nos pog¢os
centrais 50 pL do extrato hidroalcdolico de E. dysenterica DC. nas diferentes concentracdes, nos
pocos A3 ao All e H3 ao H11 50 pL do extrato correspondente a concentracdo testada na
respectiva coluna e completar o volume de todos estes pocos citados com 50 pL de meio
DMEM suplementado com 10% de SFB. O teste foi feito em sextuplicata.

4.9.3 Avaliacdo da Toxicidade Oral Aguda do extrato padronizado

hidroalc6olico das folhas de E. dysenterica CD.

A toxicidade oral aguda foi realizada de acordo com o preconizado no guia
OECD 423 “Toxicidade Oral Aguda de Classe”, 2001. O guia determina as doses
a serem utilizadas (5 mg/Kg, 50 mg/Kg, 300 mg/Kg ou 2000 mg/Kg) e o numero
de trés animais do mesmo sexo por dose. Trata-se de um guia que consente
com o conceito dos 3R’s (reduction, refinement and replacement — reduzir,
refinar e substituir) adotado pela sociedade e comunidade cientifica com intuito

de atenuar a quantidade e o sofrimento dos animais usados na pesquisa, além
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de classificar as substancias de acordo com sistemas internacionalmente aceitos
(Globally Harmonised System - GHS) (SACHETTI et al., 2009).

O método de classificacdo da toxicidade aguda estabelecido neste guia
baseia-se na avaliacdo biométrica (medida das caracteristicas fisicas ou
comportamentais dos seres vivos) dos animais submetidos a dose(s) fixa(s) da
substancia em estudo. Esta avaliagdo permite uma categorizacdo veridica e
reprodutivel da toxicidade. Dependendo do estado moribundo ou morte dos
animais submetidos as diferentes doses, a toxicidade €& classificada em 5
categorias: classe 5 (havendo morte de 0 a 1 animal, 2000 mg/Kg < DL50 < 5000
mg/Kg), classe 4 (morte de 0 a 1 animal, 300 < DL50 < 2000 mg/Kg), classe 3
(morte de 0 a 1 animal, 50 mg/Kg < DL50 < 300 mg/Kg), classe 2 (morte de 0 a 1
animal, 5 mg/Kg < DL50 < 50 mg/Kg) e classe 1 quando ocorre de 2 a 3 mortes
dos animais tratados com a dose de 5 mg/Kg caracterizando uma amostra
altamente toxica (Figura 13).

Para o nosso estudo a dose inicial selecionada do extrato de E.
dysenterica DC. foi de 2000 mg/Kg definida a partir de dados obtidos in vitro no
teste de incorporacdo do vermelho neutro com células basais 3T3. O extrato foi
preparado em Oleo vegetal comestivel (6leo de girassol) e administrado
oralmente (gavage) o volume de 0,2 mL em camundongos Swiss fémeas. Esta
dose foi testada duas vezes e assim estimada a categoria toxicologia do extrato
segundo as especificacdes do guia. Os animais ficaram restritos a racdo por 2
horas antes da administracdo da dose. O peso corporal dos animais foi
verificado um dia anterior a administracdo do extrato e no ultimo dia (décimo
qguarto dia) do teste.

Durante o periodo experimental os animais foram observados
continuamente por 12 horas e em seguida observados diariamente para
verificagdo de qualquer alteracdo no comportamento geral ou nas atividades
fisiolégicas. Os animais foram avaliados pelo método de screening hipocratico o
qual verifica os efeitos produzidos pela substancia sobre o estado de
consciéncia, disposicdo, atividade e coordenacdo do sistema motor e tonus
muscular, atividade do sistema nervoso central e autbnomo do animal. A saber:
atividade geral, frénito vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta ao aperto

de calda, contorgao, posi¢cao trem posterior, reflexo de endireitamento, forca para
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agarrar, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, straub, anestesia,

lacrimacéao, ptosis palpebral, piloerecao, cianose e morte.

Smgkg S0mgKg 0 mgKg 2000 mgKg
3 animais 3 animais 3 animais ] 3 animais
[ 4
(23 (o01) (2-3 Y / 1) (23) (0.1 N (23 :_/0.1>
\ / k S/ S N NS S N N
— I T I T I T I
SmzKg J0mgKg 0 mgKg 2000 mgkg
3 amimais 3 animais 3 animais 3 animais
gl T 1 T 1
(23 (01 (23 ) (o) (23Y) ((o1)
NSNS NS k__l__/ N RN
1 1 [ 1 , ~
— T Toulem jDoo "0em2000
™~ N 2 ~ 2 ‘“\( .% _/
DLS0 (__) em BDDJ./. &5 3 em 300 __/\H___B em 2000 //Q_ 3 em 2000 P, R — -
Cut- I - T T - T -
=l 1 ! Tl f 7.
meke || 5 [ s 50 [ so 20 [ 300 5po [200 oo  so0] x  psoo |
GHS Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 X
=0-3 5-350 50-300 300 — 2000 2000 - 5000
Classes
-0.1,2.3: nmimero de animais moribundos ou mortos por dose Inicio
- GHS: Sistema de classificagdo harmonizado globalmente - Teste na dose 2000mg/kg peso corporal. Quando no teste desta dose
- X: ndo classificado nenhum dos 6 animais tratados morrerem e nio mostrarem sinais
clinicos deve-se assumir a DL 50=5000mg/kg de peso corporal.

Figura 13: Procedimento para classificacdo d toxicidade oral aguda iniciando com a dose de
2000 mg/Kg. Fonte: OECD 423, 2001.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad prism (verséao 5.0 para
Windows XP, Graph Pad Software, San Diego, California). A avaliacdo da
citotoxicidade foi realizada a partir de trés experimentos independentes e em
sextuplicata. Os resultados foram transformados em porcentagem em relacdo ao
controle e o IC50 foi obtido por andlise de regressdo nao-linear. A curva de
sobrevida foi analisada através da curva de Kaplan Meier. Todos 0s outros ensaios
foram analisados por teste t de Student. As médias foram consideradas
estatisticamente significativas quando P <0,05. Os dados foram apresentados

graficamente em médias * desvio-padrao.



4. RESULTADOS

Os resultaltados estéo representados no artigo (Anexo ).
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo evidenciaram que o extrato hidroalcéolico das
folnas de E. dysenterica DC. apresentou efeitos citotéxicos in vitro, sobre as
linhagens leucémicas HL60 e K562, atividade antitumoral in vivo e perfil de

seguranca. Diante dos dados obtidos podemos concluir:

- O extrato padronizado hidroalcoéolico das folhas de E. dysenterica DC. possui efeito
citotoxico sobre as células leucémicas HL60 e K562;

- As células K562 tratadas com o extrato apresentaram alteracbes morfologicas
caracteristicas de apoptose;

- O extrato hidroalcéolico foi capaz de induzir células HL60 e K562 a morte por
apoptose;

- O tratamento com extrato padronizado hidroalcéolico das folhas de E. dysenterica
DC. promoveu retencdo das células K562 nas fases G2/M do ciclo celular;

- E. dysenterica DC. reduziu a expressao de NFKB nas células K562;

- Provocou aumento na geracdo de espécies reativas de oxigénio e alterou o
potencial de membrana mitocondrial das células K562;

- Diminuiu a expresséo de Bcl2 e aumentou a expressao de Bax em células HL60;

- Promoveu a liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria para o citosol de células
HL60;

- Provocou externalizacdo da fosfatidilserina na membrana celular de K562 e
ativacdo das caspases 3 e 8;

- O tratamento com extrato hidroalcoolico de E. dysenterica DC. (125, 250 e
500mg/kg), por 10 dias, via oral, aumentou a taxa de sobrevida de camundongos
Swiss portadores de TAE;

- O extrato padronizado hidroalcoolico das folhas de E. dysenterica DC. apresentou
citotoxicidade concentracado-dependente as células basais 3T3. Porém, é relevante,
observar, que a concentracao inibitéria de 50% das células 3T3 foi cerca de 7 e 2
vezes menor que para as células HL60 e K562, respectivamente;
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- O extrato ndo provocou hemdélise em nenhuma das concentragfes testadas (1000,
500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,9 ug/mL);

- E foi bem tolerada, apresentando perfil de toxicidade oral aguda classe 5 segundo
0 guia OECD 423 (2001).

Esses resultados demonstraram, pela primeira vez, que o0 extrato
hidroalcoolico da espécie E. dysenterica DC. pode ser considerado um potente
indutor de apoptose, com nenhuma toxicidade oral aguda, abrindo perspectivas na

pesquisa de novos agentes para o tratamento de cancer hematol6gico e carcinomas.
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