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RESUMO

O osteossarcoma é o principal tumor 6sseo priméario, com prognostico desfavoravel, alta
mortalidade e elevada incidéncia de metastases. O tratamento de escolha é remocéao do tumor
associada a quimioterapia combinada, cujos efeitos adversos aludem & necessidade crescente
de desenvolver novos medicamentos. As plantas constituem grandes reservas naturais de
compostos que possuem propriedades medicinais e terapéuticas, como o lapachol e seu
derivado, a B lapachona. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos da
lapachona em células de osteossarcoma cultivadas in vitro. As células foram cultivadas e
tratadas com a B lapachona em diferentes concentracfes e tempos de exposicdo. Foram
realizados os métodos de exclusdo com azul de Tripan, reducdo do tetrazolio e ensaio de
sobrevivéncia celular para avaliar os efeitos do composto sobre as células. As células tratadas
com 0,1uM de B lapachona apresentaram menor citotoxicidade inicial, no tempo de 24h,
enquanto aquelas submetidas a 1,0uM apresentaram menor viabilidade apos 72h de
tratamento. A citotoxicidade aumentou de acordo com o aumento da concentragdo e tempo de
exposicdo. O menor ICs, (0,148uM) foi observado nas células tratadas por 72h. O
crescimento celular apds o tratamento foi menor grupo sob concentragdo de 1,0ul apds 72h e
0 maior crescimento celular foi observado sob concentracdo de 0,1ul ap6s 24h. Ndo houve
diferenca entre grupos quanto a proliferagdo celular ap6s o tratamento tendo a fracdo de
sobrevivéncia das células sido menor apds 72h de exposicdo. Concluiu-se que B lapachona
apresenta efeitos citotoxicos em células de osteossarcoma cultivadas in vitro.

Palavras-chave: cultivo celular, linhagem MG-63, naftoquinona, neoplasia 6ssea.
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ABSTRACT

Osteosarcoma is the main primary bone tumor, with unfavorable prognosis, high mortality
and high incidence of metastases. The treatment of choice is the removal of the tumor
associated with combined chemotherapy, whose adverse effects allude to the increasing need
to develop new drugs. The plants constitute a large natural reserve of compounds that have
medicinal and therapeutic properties, such as lapachol and its derivative, p-lapachone. The
aim of this study was to evaluate the cytotoxic effects of B-lapachone in osteosarcoma cells
cultured in vitro. Cells were cultured and treated with B-lapachone at different concentrations
and times of exposure. Tripan blue exclusion, tetrazolium reduction and cell survival assay
methods were performed to evaluate the effects of the compound on the cells. Cells treated
with 0,1uM B-lapachone showed lower initial cytotoxicity in the 24h time, whereas those
submitted to 1,0uM showed less viability after 72h of treatment. Cytotoxicity increased as the
concentration and time of exposure increased. The lowest I1Csy (0,148uM) was observed in
treated cells for 72h. Cell growth after treatment was lower in the 1.0ul group after 72h and
the highest cell growth was observed under a concentration of 0.1pl after 24h. There was no
difference between groups for cell proliferation after treatment, and the cell survival fraction
was lower after 72h of exposure. It was concluded that B-lapachone has cytotoxic effects on
osteosarcoma cells cultured in vitro.

Key words: bone tumor, cell culture, MG-63 cell line, naphthoquinone.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

Ainda que 0s sarcomas 0sse0S primarios sejam raros, 0 osteossarcoma é o de
maior prevaléncia®, afetando principalmente criancas, adolescentes e jovens adultos*?. O
tumor se caracteriza pela formacdo direta de 0sso imaturo ou tecido ostedide pelas células
tumorais, com origem na metafise dos 0ssos longos, como o fémur®.

O tumor é maligno e bastante agressivo, resultando na morte 40 a 50% dos
pacientes acometidos® e causando metastases em 85% dos doentes, tendo o pulmio como
principal alvo®. O tratamento principal consiste na remog&o cirdrgica do tumor primério e na
associacdo de agentes antineoplésicos®. As drogas mais utilizadas sdo a doxorrubicina,
cisplatina, metotrexato e ifosfamida’.

A incidéncia de reacbes adversas que ocorrem em decorréncia do uso dos
quimioterapicos justifica a busca por novos medicamentos. Nos ultimos anos, houve um
crescimento no numero de pesquisas para a descoberta de novos agentes, utilizando-se muitas
vezes plantas e outras fontes encontradas na natureza®. Destaca-se o Cerrado brasileiro, o qual
abriga uma variedade de plantas com efeitos medicinais e com potencial para a atuacdo como
agentes quimioterapicos, muitas delas tendo efeitos tranquilizantes, antibi6ticos, analgésicos e
antineoplasicos’.

Em varias familias de plantas podem ser encontrados compostos derivados das
quinonas, as chamadas naftoquinonas, cujos derivados, assim como o lapachol, apresentam
elevado potencial citotoxico e genotdxico, interagindo com biomoléculas e agindo na acdo das
enzimas envolvidas nos processos proliferativos das células®®°,

O lapachol pode ser convertido em a e B lapachona, sendo esta segunda a de
maior interesse para a oncologia'*. A B lapachona vem sendo cada vez mais objeto de
pesquisa. Ela age aniquilando grupos sulfidrila de enzimas, promovendo apoptose de células e
induzindo a formag&o de espécie reativas de oxigénio (ROS)*. Ainda, possui uma importante
acdo de inibicdo da enzima topoisomerase |, fato que desperta o interesse de cientistas e
pesquisadores para que sejam realizados estudos sobre sua a¢do antineoplasica em diversos

tipos de tumores2.

1. Biologia tumoral e Carcinogénese

Um crescimento de forma rapida, agressiva e descontrolada ocorre no cancer, o

qual se caracteriza pela perda do controle da divisdo celular e capacidade invasiva em outras



estruturas, dando origem as metastases. A enfermidade surge a partir de mutacdes nas células
que ocorrem pela acdo de agentes carcinogénicos, ou alteracdes decorrentes de doencas no
genoma, como as sindromes hereditarias™.

Os agentes carcinogénicos podem ser fisicos, como no caso da radia¢éo ionizante
e UV, quimicos, como 0s agrotéxicos e 0os hormonios, e também bioldgicos, como os virus
Epstein-Barr e papiloma virus humano. Eles possuem a capacidade de promover mudancas
genéticas na célula, atuando também nos oncogenes, e dando origem a células malignas®>.

A oncogénese é composta por trés etapas principais: iniciacdo, onde ocorre a a¢ao
dos agentes sobre 0s genes, promocdo e progressao, que se caracteriza pela divisdo
descontrolada da célula, sendo o processo nesse Gltimo estagio considerado irreversivel'.

Na formacdo dos tumores também atuam os oncogenes (Quadro 1), os quais
possuem a capacidade de codificar proteinas e induzirem a multiplicagdo desordenada de
células, dando origem as neoplasias. Nas células normais, 0s oncogenes participam de
processos de reparo do DNA, apoptose e controle do ciclo celular'®.

Os principais oncogenes envolvidos nos mecanismos de origem do osteossarcoma
s30 0s genes Rb, Sis e p53'". O gene Sis é derivado de um fator de crescimento ativado por
plaquetas (PDGF), e a principal caracteristica de uma célula transformada por esse gene ¢ a
secrecdo de PDGF™.

O osteossarcoma também abriga mutag6es na via do gene Rb, e cerca de 60% ou
mais dos pacientes apresentam anormalidade associadas a esse oncogene. Normalmente, a
proteina Rb atua no bloqueio da proliferacdo celular; porém, caso ocorram alteracdes nessa
via, a célula se torna insensivel aos fatores de crescimento que bloqueiam o ciclo celular, o
que resulta em proliferagdo desordenada®®.

Ja a p53 se acumula no nucleo nos casos de agressdo as células e é capaz de
induzir a apoptose ou parada do ciclo celular®. Ela é a principal reguladora da replicacdo
celular. A frequéncia de mutagdes do gene associado & essa proteina no osteossarcoma
humano varia de 15 a 50%. Quando ocorrem alteragcdes na p53, a célula afetada é capaz de se
replicar de forma incontrolada™® e sobreviver, ja que a proteina mutante passa a exercer efeito
protetor contrario, ndo permitindo que ocorra a apoptose da célula tumoral®®.

A p53 é a proteina mais comumente inativada nos casos de cancer humano, e
individuos com a sindrome de Li-Fraumeni expressam p53 mutante com maior frequéncia, o

que esté relacionado a maior incidéncia de osteossarcoma nos portadores dessa doenca®.



QUADRO 1 - Principais oncogenes e neoplasias humanas associadas.

PROTO-ONCOGENE NEOPLASIAS ASSOCIADAS
Sis Astrocitoma e osteossarcoma
erb-B2 Cancer de mama, ovario, estdmago e pulméo
erb-B3 Céncer de mama
Leucemia
Fms
Ras Cancer de pulméo, célon e pancreas
Rb Retinoblastoma e osteossarcoma
p53 Sindrome de Li-Fraumeni, carcinomas de mama e sarcomas
APC Carcinoma de célon
WT-1 Tumor de Wilms
L-myc Carcinoma de pequenas células do pulméo
Myc Linfoma de Burkitt

Fonte: Adaptado de Lopes et al™.

2. Osteossarcoma

O osteossarcoma é um tumor de origem mesenquimal, onde as células neoplasicas
produzem matriz ostedide. E a neoplasia Gssea primaria de maior ocorréncia e acomete
preferencialmente criancas e jovens adultos?”. Representa cerca de 20% dos tumores 6sseos e
5% dos tumores pediétricos®. Mesmo sendo raro, é o terceiro tipo mais comum de cancer nos
adolescentes, ficando atras apenas dos linfomas e tumores cerebrais®*.

O tumor acomete as metafises de 0ssos longos, como o fémur distal (43%), tibia
proximal (23%) e Gmero (10%)? e as criancas com menos de cinco anos sdo raramente
afetadas. Apos 0s cinco anos de idade a incidéncia aumenta, sendo que o pico ocorre dos 15
aos 17 anos nos meninos, e aos 13 anos nas meninas, correspondendo a idade de maior
crescimento Osseo, chamada popularmente de “estirdo”, que ocorre com a chegada da
puberdade®. A ocorréncia também é maior no sexo masculino, com predominancia de 60%2*.

A etiologia do tumor é desconhecida, mas acredita-se em uma origem viral e,
embora nenhum virus tenha sido isolado, essa hipdtese ndo foi descartada, por ja ter sido
comprovada experimentalmente por meio da injecao de células neoplasicas em fetos de cées e

ninhadas, sendo que a transmissdo possa ter ocorrido pela presenca do virus no genoma



celular®®. Além disso, existe uma predisposicdo genética encontrada em pacientes com
retinoblastoma, sendo que, nesses pacientes, o osteossarcoma ocorre com frequéncia 500
vezes maior do que no restante da populacdo ndo portadora da doenca. Cerca de 3 a 4% das
criangas com osteossarcoma apresentam uma mutagdo na proteina p53 e, a maioria dos casos
desse tipo de mutacdo ocorre em pacientes com historico familiar sugestivo de Sindrome de
Li-Fraumeni®.

Alguns fatores ambientais também podem estar associados ao aumento do risco
de desenvolvimento do tumor, como a exposicdo a radiacdo, uso de teriparatida, que € uma
forma recombinante do horménio paratireoide, e também o consumo de &gua fluoretada
durante a infancia®.

Ja a forma secundaria do osteossarcoma, que ocorre também em idosos, 0 dano ao
DNA pela a¢do da radiacdo ionizante é apontado como uma das causas principais. Também
ocorre com maior frequéncia em pessoas portadoras da doenca de Paget, mas a relacdo da
doenca com o osteossarcoma ainda é desconhecida®’.

O osteossarcoma convencional osteoblastico é o tipo histoldgico mais comum, e
ocorre em 75% dos casos. E definido como uma massa com alto grau de malignidade formada
por células osteoblasticas de origem mesenquimal, e que produzem ostedide, com capacidade
de invasio em tecidos adjacentes, dando origem as metastases?®. Também pode ser
classificado em condrobléstico ou fibroblastico, com relacdo ao tipo celular predominante® e
em subtipos (Quadro 2), existindo o tumor teleangiectésico, central de baixo grau ou de
células pequenas, além dos tumores justacorticais, que ocorrem em 4 a 10% dos casos, tais
como o osteossarcoma intracortical, periosteal, parosteal e superficial de alto grau®.

Devido a alta propensdo em ir para outros 6rgdos e dar origem a metastases, 0
osteossarcoma é considerado uma das mais frequentes causas de morte por cancer®.
Aproximadamente 20 a 25% dos pacientes desenvolvem metastases® e 10 a 20% apresenta
evidéncia macroscopica de doenga metastatica, que ocorre com maior frequéncia nos pulmdes
(90%)%*.

A dor é o sinal clinico mais comum e se torna continua e severa com o passar do
tempo. Em alguns pacientes, é possivel palpar a massa tumoral e observar inchaco nos locais
adjacentes. Fraturas patoldgicas podem ocorrer espontaneamente, ou como resultado de
trauma minimo. Sintomas respiratorios podem aparecer na ocorréncia de metéstases
pulmonares, mas S&o raros.

O diagnostico do osteossarcoma € geralmente feito por meio de técnicas

radiograficas e andlise da aparéncia e localizacdo do tumor, bem como avaliacdo do seu



tamanho. O diagnéstico laboratorial clinico ndo é conclusivo, mas altos niveis de fosfatase
alcalina (FA) e lactato-desidrogenase (LDH) sdo indicadores de prognéstico desfavoravel?’. A

FA e 0 LDH estdo relacionados ao volume do tumor, sendo usados como biomarcadores?.

QUADRO 2 - Classificacdo do osteossarcoma e principais caracteristicas histoldgicas.

R SEXO MAIS CARACTERISTICAS
SUBTIPO OCORRENCIA .
ACOMETIDO HISTOLOGICAS
Lesoes liticas e escleroticas,
Convencional 75% Masculino pleomorfico, com produgdo de matriz
ostedide
Areas liticas extensas, expansio
Teleangiectasico 2-7% Masculino assimétrica e padrdo de crescimento
agressivo
Lesdes liticas e esclerdticas com
1-4% - ) 3 .
consistente produgdo de osteoide
Central de baixo Avreas de esclerose e lesdes liticas
Incomum -
grau extensas
o Massa ossificada justacortical, com
Parosteal 65% dos TJ Feminino ) .
area ossificada central
) ) Massa justacortical envolvendo 50% da
Periosteal 25% dos TJ Masculino ) .
circunferéncia do 0sso
o Massa justacortical que envolve a
Superficial de alto ] ) .
10% dos TJ Masculino circunferéncia do 0sso em sua
grau )
totalidade
] ] Massa intracortical com ostedide
Intracortical Raro Masculino ) )
mineralizado

TJ: tumores justacorticais. Fonte: Adaptado de Janu et al®.

Métodos avancados de imagem, como a ressondncia magnética (RMI) e a
tomografia computadorizada (TC) sdo capazes de demonstrar a extensdao do tumor, verificar a
presenca de metastases e também o grau de invasdo na regido medular do 0sso. Quando existe
suspeita de malignidade, pode ser realizada uma biopsia do tecido para a confirmacéo e
diferenciacdo do tumor. A biopsia pode ser feita usando-se uma agulha oca, guiada por
ultrassom ou TC%.

A tomografia por emisséo de positrons, ou PET Scan é um método de diagnostico

superior, e que possui a capacidade de rastrear a progressao do cancer 6sseo. Além disso, a



combinacéo entre a PET e a TC no diagndstico do osteossarcoma pode ajudar no célculo da
taxa de sobrevivéncia do paciente, grau de comprometimento e verificar a extensdo da
necrose tumoral, sendo um método mais eficiente’” e menos invasivo em comparacdo a
biépsia®’.

O tratamento de escolha para o osteossarcoma € a remogdo cirurgica do tumor
primario®>. A cirurgia é realizada aproximadamente 15 semanas apdés o inicio da
quimioterapia®. A intencdo é de que seja feita a remoc&o do tumor, com preservacio dos
tecidos adjacentes ndo envolvidos, mas em alguns casos é necessario proceder a amputagdo
do membro afetado. A cirurgia conservadora apresenta uma maior taxa de recorréncia local
em comparacao & amputagao, com recidivas que acometem cerca de 5 a 7% dos pacientes®.

A cirurgia é feita em conjunto a quimioterapia combinada, que se baseia na
associacdo de agentes antineoplasicos®. Com a descoberta de novos quimioterapicos, foi
possivel elevar a taxa de cura dos doentes até 75%, sendo que, antes de 1960, a taxa era
considerada inferior a 10%°2. As drogas mais utilizadas na quimioterapia dos pacientes com
osteossarcoma sdo a doxorrubicina, cisplatina, metotrexato e ifosfamida®.

A associacdo entre a cirurgia e a terapia quimioterapica mudou o cenario do
tratamento do osteossarcoma, mas trouxe inimeras consequéncias negativas aos pacientes,
como a limitacdo funcional, problemas emocionais e, ainda, distdrbios de infertilidade, que
podem ocorrer com o uso de alguns antineoplasicos®.

O uso de protocolos quimioterapicos com associa¢do de trés drogas apresentou
resultados melhores do que os obtidos na utilizacdo de duas drogas associadas, porém, essa
intensificacdo no tratamento aumentou ainda mais a toxicidade e os efeitos adversos nos
pacientes e, embora a mortalidade dos pacientes tenha diminuido, ndo houve melhora
significativa nas taxas de cura nos ultimos 30 anos, o que torna necessario o desenvolvimento
de pesquisas sobre novas drogas e tratamentos alternativos para melhorar os resultados, a
expectativa de vida dos pacientes e diminuir os efeitos adversos®.

O prognéstico dos pacientes varia de acordo com o local do tumor, tamanho,
presenca ou auséncia de metastases e grau de necrose apds o tratamento quimioterapico®, que
pode ser avaliado apos a cirurgia, pelo critério de Huvos, que identifica o grau de necrose
tumoral apés o tratamento™.

Tumores primarios do esqueleto axial, como os da pélvis e coluna, estdo
associados a um prognostico ruim, pela dificuldade em se realizar uma completa resseccao

cirurgica. Ja os tumores localizados na tibia proximal possuem melhor progndstico em



comparacdo aos tumores localizados na parte distal do fémur. Da mesma forma, tumores
maiores estdo associados com um progndstico ruim, assim como os tumores metastaticos®>.

3. Quimioterapicos Utilizados na Terapia do Osteossarcoma

A descoberta de agentes quimioterapicos com potencial de atuacdo nas células de
osteossarcoma ocorreu no ano de 1960, e o tratamento baseia-se na administracdo de agentes
antineoplasicos, os quais exercem efeitos citotéxicos nas células tumorais®.

A maioria dos antineoplasicos possui atuacdo inespecifica, promovendo lesao
tanto nos tecidos normais quanto nas células tumorais®*. As terapias padrdo para o tratamento
do osteossarcoma incluem a doxorrubicina, cisplatina, metotrexato, e ifosfamida (Figura 1). A
associacdo entre trés drogas atingiu resultados melhores do que os protocolos utilizando

apenas uma ou duas drogas combinadas®.
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FIGURA 1 — Estruturas quimicas dos principais quimioterapicos utilizados no tratamento do
osteossarcoma. A) Estrutura quimica da doxorrubicina. B) Estrutura quimica da
cisplatina. C) Estrutura quimica do metotrexato. D) Estrutura quimica da ifosfamida.

3.1. Doxorrubicina
A doxorrubicina teve sua eficacia no tratamento do osteossarcoma comprovada na
década de 60. E uma das drogas mais utilizadas nos protocolos quimioterapicos e associacoes

de medicamentos®,



E um antibi6tico e age por meio da inibicdo da enzima topoisomerase Il. Causa
ruptura dos filamentos simples e duplos da fita de DNA®, intercalando-se com as moléculas,
impedindo a liberacdo da fita dupla hélice, causando inibicdo da replicacdo e promovendo
efeitos citotoxicos™.

Pode ser administrada sozinha ou em combinacdo com outros farmacos,
normalmente utilizada em doses que variam de 60 a 90mg/mz2. Possui resultados eficazes em
pacientes com diferentes tipos de cancer, incluindo pacientes com metastases pulmonares.
Além disso, potencializa a acéo da radioterapia®’.

Como efeitos adversos desse agente antineoplasico, ocorre perda capilar, nauseas,
vomitos, disfuncdo hepética e cardiotoxicidade®, podendo causar faléncia cardiaca®.

Outro problema enfrentado no tratamento quimioterapico com a doxorrubicina € a
resisténcia do tumor ao medicamento. Para evitar que isso ocorra, séo feitas as combinagdes
entre drogas, como é o caso da combinacdo entre a doxorrubicina e o tamoxifeno, que
melhora a capacidade de matar as células neoplésicas e reduz a resisténcia tumoral®’. Ja a
combinacdo entre a carboplatina e a doxorrubicina possui atividade antitumoral inferior nos

pacientes com osteossarcoma, especialmente naqueles com inicio de metastase pulmonar®.

3.2. Cisplatina

A cisplatina comecou a ser usada no tratamento do osteossarcoma na década de 70
e age promovendo efeitos citotéxicos por meio da platinacdo do DNA®2. Por ser um agente
platinante, impede que haja sintese de novas cdpias de DNA e causa bloqueio no processo de
transcricao™.

O principal efeito adverso da terapia com cisplatina é a nefrotoxicidadade,
causando lesdes nos tbulos renais*’.

A combinacdo desse farmaco com o adenovirus oncolitico A24-RGD exerce uma
potente acdo na morte das células de osteossarcoma®’. Além disso, a associagdo entre a
cisplatina e a metformina também possui efeitos positivos para 0s pacientes, ja que a

metformina inibe o crescimento da célula tumoral e amplifica o efeito da cisplatina®.

3.3. Metotrexato

O metotrexato € um farmaco da classe dos antimetabolitos, utilizado para o
tratamento do osteossarcoma em altas dosagens. E também utilizado no tratamento de
doencas autoimunes, e atua na inibicio da enzima dihidrofolato-redutase™. Os feitos adversos



de seu uso incluem a insuficiéncia renal aguda, lesdes cutaneas, vomitos, lesdo hepatica e
efusdo pleural®.

Também € um dos componentes de uma das associagdes mais utilizadas no
tratamento quimioterdpico de pacientes com osteossarcoma, composta também pela
doxorrubicina e cisplatina, formando uma combinacio chamada de MAP®. Foi descoberto na
década de 40, e foi um agente importante na cura de criangcas com linfoma e leucemia. Ele age
privando a célula de folatos, que sdo essenciais na formagdo do DNA%*.

Em criangas com osteossarcoma, a exposi¢do ao metotrexato aumentou a
incidéncia de efeitos adversos, mas melhorou o tratamento e a taxa de sobrevivéncia dos

pacientes”®.

3.4. Ifosfamida

E um composto alquilante, que atua na inibicdo da replicacéo celular por meio da
insercdo de um grupo alquila no DNA. Sua utilizacdo causa supressdo medular, com
diminuic&o do nimero de plagquetas e neurotoxicidade®’.

Em pacientes com osteossarcoma ndo metastatico de extremidade foi feito um
estudo utilizando metotrexato, cisplatina e doxorrubicina como quimioterapia neoadjuvante,
acrescidas ou ndo de ifosfamida na associacédo, objetivando melhorar a resposta dos pacientes
onde foi utilizada a combinagdo dos quatro agentes. Nos pacientes em que foi utilizado o
protocolo contendo a ifosfamida, ndo houve melhora na taxa de resposta, e houve ainda um

aumento na toxicidade hematolégica®.
4. Busca por novos agentes antineoplasicos

Embora a ciéncia e a tecnologia venham se desenvolvendo ao longo dos anos,
varios tipos de cancer ainda continuam sendo considerados doencgas sem cura, causando medo
nos pacientes. Além disso, muitos sofrem com os efeitos adversos de alguns quimioterapicos,
0 que justifica essa busca por formas alternativas de tratamento. Varios sdo os relatos e
pesquisas envolvendo compostos naturais e plantas que atuam em diferentes vias de
sinalizacdo do céancer, e que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou como precursores
de farmacos®*.

A Dipsacus asperoides é uma flor chinesa, e de sua raiz pode ser extraido um
polissacarideo alcalino, que inibe a proliferacdo das células de osteossarcoma e induz a

apoptose das células malignas, por meio da producdo de ROS e disfuncdo mitocondrial®.
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O resveratrol é uma fitoalexina produzida por um ndmero limitado de espécies de
plantas, tais como as uvas vermelhas e as nozes. Na saude humana possui efeitos
cardioprotetores e neuroprotetores, além de agir na supressdo de células tumorais. No
osteossarcoma, age inibindo a proliferacdo e apoptose das células tumorais®.

O lupeol € um composto triterpeno encontrado em vegetais como o repolho,
pimentdo e pepino, em frutas, como o tomate, figo, manga, morangos, uvas vermelhas e em
plantas medicinais, como American ginseng, Tamarindus indica, Leptadenia hastata, entre
outras. Pode ser encontrado na América do Norte, América Latina, Japdo, China, Africa e
ilhas caribenhas. Possui atividade anti-inflamatoria potente e vem sendo cada vez mais
estudado como tratamento alternativo do cancer, com bons resultados em experimentos com
cancer de pancreas, neuroblastoma e adenocarcinoma pulmonar®. Em células de
osteossarcoma humano da linhagem MG-63, o lupeol demonstrou induzir apoptose das
células e inibicao do ciclo celular na fase G0/G1°*.

A Anemone altaica é uma flor asidtica com potencial anti-inflamatério e
analgésico, sendo utilizada na medicina tradicional chinesa para o tratamento da epilepsia,
neurastenia e artrite. Além disso, o extrato do rizoma da A. altaica age na redugdo da
viabilidade das células de osteossarcoma, promovendo a apoptose das células tumorais por
meio da ativacdo de um gene pré-apoptético™.

A Phyllostachys edulis, ou bambu-chinés, é uma planta nativa do Sul da China,
que pode ser encontrada em todo o mundo. Suas diferentes partes podem ser utilizadas na
alimentacdo e também com finalidade medicinal. As folhas do bambu séo utilizadas pelos
chineses para o tratamento da inflamacgdo e febre. J& o extrato das folhas possui atividade
antioxidante e anti-inflamatdria. O extrato do bambu também possui capacidade de induzir
apoptose das celulas de osteossarcoma por meio da ativagdo de uma enzima proteina quinase
ativada por adenosina monofosfato, ou AMPK®,

A oximatrina é um alcaloide quinolizidinico presente nas raizes da Sophora
flavescens, uma planta da medicina tradicional chinesa. Possui acdo de inibicdo do
crescimento das células de osteossarcoma da linhagem MG-63, além de induzir a apoptose
das células in vitro®.

A piperina € um composto organico e alcaldide presente na pimenta preta,
derivado da piperidina. Possui capacidade de inibir a proliferacdo das células de
osteossarcoma por meio do bloqueio do ciclo celular entre as fases G2 e M, além de agir na

supressdo da metastase por meio da inibicdo da atividade das metaloproteinases de matriz
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(MMP), demonstrando que a piperina possui acdo terapéutica e pode ser considerada uma

opcao para o tratamento do osteossarcoma™.
5. P Lapachona

As quinonas sdo metabolitos de distribuicdo natural, que podem ser divididos em
benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas. Possuem a capacidade de agir em virus,
tripanosomas, tumores, além de atuarem em sistemas reparadores e terem acdo microbicida.
Dentre essas, destacam-se as naftoquinonas, que vem despertando o interesse da quimica e
farmacologia®®.

As quinonas atuam por meio de um ciclo chamado de ciclo redox, onde o subtrato
quinonoidico € reduzido e catalisado por enzimas como a NADPH. Sdo geradas ROS e,
posteriormente, os intermediarios bioalquilantes, que causam peroxidacdo lipidica, dano as
proteinas e fragmentagcdo do DNA. Além disso, as quinonas atuam nas topoisomerases, sendo
consideradas citotoxicas para as células™’.

Existem varias naftoquinonas biologicamente ativas, mas o lapachol é um dos
compostos mais pesquisados. Foi isolado pela primeira vez em 1882 por Paterno, a partir de
uma éarvore da familia das Bignoniaceae, a Tabebuia avellanedae. No Brasil, é também
conhecida como “pau d’arco”, e a casca da arvore é utilizada como analgésico, anti-
inflamatorio, diurético e anti-neoplasico™.

O lapachol é um composto que pode ser extraido a partir da serragem da madeira
das arvores da familia das Tabebuia, os chamados ipés. Existem, no Brasil, 46 tipos
conhecidos de ipés®’, como, por exemplo, o ipé amarelo (Figura 2).

O lapachol pode ser convertido em a e f3 lapachona%. A B lapachona (Figura 3)
pode ser obtida através da ciclizagdo &cida do lapachol, e j& foi objeto de estudo em diversas

neoplasias, como o cancer de préstata, tumores mamarios e neoplasias de célon e ttero>®.

Q)

FIGURA 2 — Estrutura quimica da [ lapachona.
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Diversos sdo os efeitos da B lapachona, a qual possui capacidade de acao direta
nas DNA topoisomerases, inibindo sua atividade, o que resulta em citotoxicidade. Também
possui atividade anti-inflamatoria, uma vez que inibe a expressdo de Oxido nitrico nos
macréfagos alveolares e atenua a expressdo de citocinas pré-inflamatérias>®. Além disso, a B
lapachona atua na inducdo da apoptose e promove danos ao DNA, causando morte celular por

necrose>,

FIGURA 3 — Ipés amarelos em um condominio horizontal de Goiania, Goiés.

O lapachol pode ser convertido em o e B lapachona®. A P lapachona (Figura 3)
pode ser obtida através da ciclizagdo acida do lapachol, e j& foi objeto de estudo em diversas
neoplasias, como o cancer de prostata, tumores mamarios e neoplasias de célon e Gtero>®.

O

O

FIGURA 4 — Estrutura quimica da f§ lapachona.
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Diversos sdo os efeitos da B lapachona, a qual possui capacidade de acao direta
nas DNA topoisomerases, inibindo sua atividade, o que resulta em citotoxicidade. Também
possui atividade anti-inflamatoria, uma vez que inibe a expressdo de éxido nitrico nos
macréfagos alveolares e atenua a expressao de citocinas pré-inflamatérias. Além disso, a p
lapachona atua na inducdo da apoptose e promove danos ao DNA, causando morte celular por
necrose™,

Em células de carcinoma gastrico, a f§ lapachona causou dissipagdo do potencial
transmembrana mitocondrial e promoveu a apoptose das células por meio da ativagao vias
apoptéticas intrinseca e extrinseca®®. Também causou morte celular apoptética em células de
cancer de pulmédo, demonstrando que pode ser um potencial agente antiproliferativo®’. O
mesmo foi observado em células de cancer coloretal, onde ocorreu indugdo da apoptose e
bloqueio do ciclo celular®.

A B lapachona age como um ativador de pontos de checagem de danos no DNA, e
causa bloqueio do ciclo celular entre as fases G1 e S. Também causa morte celular seletiva em
células cancerigenas que possuem expressdo elevada de NADPH, tais como as células de

cancer pancreético®.
6. Objetivos

Com este estudo, objetivou-se verificar os efeitos citotoxicos da 3 lapachona sobre

as células de osteossarcoma cultivadas in vitro.
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CAPITULO 2 — p LAPACHONA REDUZ A PROLIFERACAO DE
CELULAS DE OSTEOSSARCOMA CULTIVADAS IN VITRO

RESUMO

O osteossarcoma ¢ um tumor maligno com alta incidéncia em criancas e jovens. Existe uma
crescente demanda por novos medicamentos com agdo no tumor, mas que causem Mmenos
efeitos nocivos ao paciente. As pesquisas envolvendo compostos extraidos de plantas sdo
promissoras, uma vez que alguns deles como a B lapachona sdo encontrados em abundancia e
possuem propriedades medicinais e terapéuticas. O objetivo desse estudo foi verificar 0s
efeitos citotoxicos da P lapachona sobre as células de osteossarcoma cultivadas. A
citotoxicidade foi medida pelo método de exclusdo do azul de Tripan e o melhor resultado foi
do grupo tratado com 1,0uM por 72 horas. O ICs foi calculado pelo método de reducéo do
tetrazolio, e o menor ICs foi encontrado no periodo de 72 horas (0,148uM). A viabilidade
celular foi reduzida a medida que houve aumento da concentracdo e tempo de exposi¢cdo ao
tratamento. O crescimento celular apds o periodo de tratamento foi menor nos grupos tratados
por 72 horas e ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes para a sobrevivéncia
celular apds o referido periodo. A B lapachona foi citotoxica para as células de osteossarcoma.

Palavras-chave: Extratos de plantas, neoplasias, Tabebuia sp.

p LAPACHONE REDUCES IN VITRO PROLIFERATION OF OSTEOSARCOMA
CELLS

ABSTRACT

Osteosarcoma is a malignant tumor with high incidence in children and young adults. The
response to some chemotherapeutics is low, patients may develop resistance and the treatment
causes many adverse effects. Investigations involving plant extracts have shown promising
results, since some of them, such as B lapachone, are found in abundance and have medicinal
and therapeutic properties, arousing the interest of science. The aim of this study was to check
the cytotoxic effects of P-lapachone on cultured osteosarcoma cells. Cytotoxicity was
measured by Tripan blue exclusion method, and the highest result was from the 1,0uM group
treated for 72 hours. The 1Cso was calculated by the tetrazolium reduction method, and the
lowest ICsp was found in the period of 72 hours (0,148uM). Cell viability was reduced as the
concentration and time of exposure to treatment increased. Cellular growth was lower in the
groups treated for 72 hours, and there was no statistical difference between the concentrations
for cell survival after treatment with B-lapachone. The treatment proved toxic to osteosarcoma
cells.

Keywords: Neoplasms, plant extracts, Tabebuia sp.
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Introducéo

O osteossarcoma € um tumor maligno derivado de células mesenquimais
responséaveis pela formacdo do osso primario. Esta neoplasia surge a partir de uma
irregularidade na formacdo do osso imaturo, com consequente malignidade na producdo de
ostedide’. O tumor possui alta malignidade, e a ocorréncia de metastases pulmonares é alta,
levando muitos pacientes ao 6bito?.

A remocéo do tumor é o tratamento de escolha, associada ao tratamento com
quimioterépicos®, particularmente a doxorrubicina, cisplatina, metotrexato e ifosfamida®. No
entanto, a incidéncia de reagdes em decorréncia do tratamento aumenta a necessidade de que
sejam desenvolvidos novos medicamentos com acao antitumoral que apresentem menores
efeitos adversos®.

Muitas plantas podem ser encontradas em abundéncia, e abrigam inumeras
propriedades medicinais, muitas ja testadas. Os compostos agem em diferentes vias de
sinalizacdo dos tumores, e que podem ser utilizadas como precursores de medicamentos, que
surgem como uma opgao aos quimioterapicos®.

As quinonas sdo encontradas nas arvores da familia das Bignoniaceae, dentre elas
0 ipé (Tabebuia sp), comum no cerrado brasileiro. S&80 moléculas que atuam por meio da
geracdo de ROS e agdo nas enzimas topoisomerases, tendo agéo citotéxica para as células’.
Dentre as quinonas, o lapachol se destaca por apresentar acdo analgésica, anti-inflamatoria,
diurética e anti-neoplasica®. A B lapachona, proveniente do lapachol, j4 foi testada em varios
tumores, e possui capacidade de acdo na enzima topoisomerase 1’ além de agir na inducéo da
apoptose e bloqueio do ciclo celular®

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos da B-lapachona sobre as
celulas de osteossarcoma cultivadas in vitro, para verificar possivel agcdo antineoplasica, na

expectativa de estabelecer uma alternativa aos tratamentos quimioterapicos hoje utilizados.
Materiais e métodos

Células e cultura

As celulas de OS (MG-63, BCRJ 0173, Lote 000888, Passagem 104) foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ — Rio de Janeiro, Brasil)
provenientes da ATCC (American Type Culture Collection — Manassas, VA, USA). Foram
mantidas em incubadora umidificada a temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO, O

cultivo foi realizado em meio Dulbecco modificado de Eagle (DMEM), e foi feito o
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acréscimo de 20% de soro fetal bovino, anfotericina B e L glutamina (todos advindos da
Cultilab, Campinas, Brasil), de acordo com o método de Yu et al*°.

A BLP foi adquirida do Laboratorio Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology —
Dallas, Texas, USA). Os compostos teste foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO,
Cultilab) e as solucGes de estoque foram preparadas com 1M, depois armazenadas sob

temperatura de -20°C.

Avaliacdo da viabilidade celular (VC) pelo método de exclusdo do azul de Tripan

A avaliacdo da VC foi feita por meio de adaptacdo do método descrito por
Mosmann et al'!. As placas com 96 pocos foram usadas para cultivar as células de OS na
concentracdo de 1x10* células/poco, num periodo de 24 horas, em incubadora umidificada a
37°C e atmosfera de 5% de CO,. As solucdes de tratamento com BLP foram preparadas nas
dosagens de 0,1uM, 0,3uM e 1,0uM, além de um grupo controle (GC) negativo tratado com
dimetilsulfoxido isento de PLP, por trés periodos diferentes para cada concentracdo: 24 h
(Gas). 48h (Gyg) € 72h (G7,). O meio foi descartado e a lavagem de cada pogo feita com salina
fosfato tamponada (PBS, Cultilab, Campinas, Brasil). As células foram suspensas com 50ul
de tripsina (Cultilab, Campinas, Brasil), que foi posteriormente inativada por meio do
acréscimo de 100ul de DMEM acrescido de 20% de soro fetal bovino. O material foi
centrifugado a 130rcf(g) durante 10 minutos e o meio novamente descartado. Foram
adicionados 100ul de DMEM fresco para ressuspender as células e o volume de 10ul de cada
poco foi transferido para eppendorfs que continham 40ul de azul de Tripan (Trypan Blue —
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). O volume de 10ul dessa mistura foi colocado em lamina
para leitura especifica do equipamento Luna Automated Cell Counter para determinar a
viabilidade celular. A citotoxicidade (CT) foi calculada por meio da equacgao:

%CT = 100 — [(abs do tratamento/abs do controle negativo) x 100]  (equacdo 1)

onde CT é a citotoxicidade e abs ¢ a absorbancia.

Os valores de cada grupo foram averiguados pelo teste F e comparados ao F

tabelado 5% (8,8). Para o ensaio, foram realizados trés experimentos em triplicata.

Ensaio da viabilidade celular pelo método de reducdo do tetrazélio

O ensaio foi realizado por meio de adaptacdo do método descrito por Yu et al*.
As células foram cultivadas por um periodo de 24h em placas contendo 96 pogos, a
concentracdo de 1x10* células/poco, em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de

CO;. Os tratamentos com o composto BLP foram feitos nas dosagens de 0,1uM, 0,3uM e
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1,0uM, além de um GC negativo, tratado com dimetilsulfoxido isento de BLP, nos periodos
de 24h (Gy4), 48h (Gyg) € 72h (G72). Ao final do tratamento, o meio foi descartado e 10ul de
tetrazolio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-diphenyl-2H-tetrazdlio) foi acrescido em cada
poco. As placas de 96 pocos foram incubadas por um periodo de trés horas. Para interromper
a reacdo, acrescentaram-se 50ul por pogo de sodio dodecil sulfato (SDS — Vivantis
Biochemical) a 10% diluido em HCI 0,01N e mantiveram-se as placas por mais 24 horas em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi realizada a quantificagdo da densidade Optica a
425nm em espectrofotobmetro (Awareness Technology Ine/Stat Fax 2100). A concentragédo
que inibe 50% da viabilidade celular, ou 1Csy (em uM), foi determinada por meio de programa
estatistico (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para o ensaio, foram realizados trés

experimentos em triplicata.

Ensaio de sobrevivéncia celular

A técnica foi adaptada de Park et al'® e Cao et al'®. As células foram cultivas
durante 24h em placas de seis pogos, na concentracdo de 1x10° células/pogo, mantidas em
incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Os tratamentos com o composto
BLP foram feitos nas dosagens de 1,0uM, 0,3uM ¢ 0,1uM, além de um GC negativo, durante
trés periodos diferentes para cada concentragdo, 24h (Gz4), 48h (Gas) € 72h (G7,). Apos cada
periodo de tratamento, 0 meio de cada poco foi descartado, as células suspensas com 500ul de
tripsina e colocadas em incubadora por cinco minutos. Em seguida, a tripsina foi inativada
com 1ml de DMEM e as células centrifugadas a 1400rpm por 10 minutos. O meio foi entdo
descartado, as células ressuspensas em 1ml de DMEM fresco e cultivadas em placas de seis
pogos, também em incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de CO,.

Apo6s um periodo de 10 dias, o meio foi descartado, os pogos lavados com PBS, as
células ressuspensas em 500ul de tripsina por poco e colocadas na incubadora por cinco
minutos. Em seguida, a tripsina foi inativada com 1ml de meio DMEM e o conteudo de cada
pogo centrifugado a 1400rpm por 10 minutos. O meio foi entdo descartado e as células
ressuspensas em 1ml de meio fresco. O volume de 10ul de cada poco foi transferido para
eppendorfs contendo 40ul de azul de Tripan (Trypan Blue — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Foi instilada uma gota dessa mistura sob a laminula na cdmara de Neubauer, e foi feita a
contagem das células ndo marcadas pelo corante em microscopio invertido. O calculo das
fracOes de sobrevivéncia foi realizado pela seguinte equacao:

% FS = (numero de CCAT/nimero de CCGC) x 100 (equacéo 2)
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onde FS é a fracdo de sobrevivéncia; CCAT é o numero de células contadas ap6s
o tratamento e CCGC é o numero de células contadas no grupo controle.

Os dados foram interpretados e representados por meio de graficos. A anélise
estatistica foi realizada pelo uso do teste F. Para o ensaio, foram realizados trés experimentos
em triplicata.

Resultados e Discussao

O célculo da citotoxicidade foi realizado por meio do ensaio da viabilidade
celular, ou método de exclusdo do azul de Tripan, onde as células vidveis ndo foram coradas,
pelo fato de possuirem membranas celulares integras, e, desta forma, ndo foi possivel a
penetracdo do corante (Figura 1A). Ja o contrario ocorreu com as células mortas, as quais
foram coradas de azul, pois suas membranas, j& danificadas, ndo impediram a passagem do
corante (Figura 1B).

Concentragdo total” 1.86x10° célulasml
s Células vivas: 1.00x10° células'ml
Células mortas: 8. 60x10* células ml
Viabilidade: 53,8%

®m O® N & H W W w0 W
Tamanko da célula (uN)
Concentrago total- 2, 72x10° células'mi
M Céjulas vivas: | 43x10° cétutas'ml
Célxilas moreas. 2 58x10° célulasml
Vishilidade: § 3%

Nimero de celulias

}—

= VN Y W R S—— —
0 W ¥ X & ¥ ® W & W
Tamanho da célula (uM)

FIGURA 1 — Imagens representativas de duas amostras do ensaio de VC das
células de OS apo6s tratamento com PLP. A) Concentracao 0,1puM,
Ga; VC = 53,8%. Células vidveis ndo coradas (setas). B)
Concentragdo 1,0uM, G7,;; VC = 5,3%. As células ndo viaveis
coradas (setas). Método de exclusdo do azul de Tripan. Contagem
feita em contador celular automatizado Luna™.

Ap0s a obtencdo dos resultados, foi calculada a média da VVC e a porcentagem de

CT de cada grupo (Tabela 1 e Figura 2), distribuidos por concentracao e tempo de exposi¢édo a
BLP.
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TABELA 1 — Viabilidade celular (VC) e citotoxicidade (CT) de cada grupo por concentracéo e
tempo de exposicdo a B Lapachona (BLP) pelo método de exclusdo do Azul de

Tripan.
Tempo de Exposi¢do a pLP
24 horas 48 horas 72 horas
Cor(;(;eggggao % VC % CT % VC % CT % VC % CT
0,1uM 77,8 22,1 46,08 53,92 21,11 78,89
0,3uM 40,95 59,05 31,12 68,88 12,11 87,89
1,0uM 38,12 61,88 13,95 86,05 8,56 91,44
Controle 85,76 - 82,68 - 89,1 -
100
90
'é 80 +
5 707
E 60 T ' : =0, 1uM
2 50 20,3uM
S o0l =1 0uM
2 30 e
>
® 20 4
10
0 -+
ﬂ 24 43 72 h
100 -
90
80 +
2 70 1
=<
£ 60 —
= mo, 1M
§ 0 0,3uM
£ 401 =1.0uM
3 30
20 4
10
0 +

72 h

FIGURA 2 — Representacdo grafica dos resultados do ensaio da
viabilidade celular (VC) pelo método de exclusdo do
azul de Tripan. A) Média da VC de cada grupo por
tempo de exposicdo a BLP e por concentracdo. B)
Citotoxidade de cada grupo por tempo de exposicao
a BLP e concentracdo. Andlise realizada por meio de
contador de células automatizado Luna™.
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O Gy; com tratamento de 1,0uM apresentou menor VC. Ja o G4 com tratamento
de 0,1uM apresentou maior VC. Em todos os grupos nota-se que houve citotoxicidade, o que
significa que a PLP exerce efeito citotoxico sobre as células de OS. O mesmo ocorreu em
células de tumor pancredatico, as quais foram submetidas ao tratamento com a BLP em trés
diferentes concentrac6es, de 2,5, 5,0 ¢ 10uM, nos periodos de 24, 48 e 72 horas. O composto
induziu citotoxicidade dose-dependente nas ceélulas, com reducdo de 80% da VC no
tratamento com 2,5uM, e redugdo de 85% da VC quando usada a concentra¢io de 10uM™.
Essa acdo citotoxica também foi observada em células de tumor de prostata®™ e células
leucémicas®® o que demonstra que a BLP possui atividade citotoxica em diversas células de
tumores humanos'’. Em células endoteliais da retina, todavia, o uso da BLP em concentracdes
que variavam de 0,1 a 5,0uM, durante 48 horas de exposi¢do ndo causou reducdo da
viabilidade celular avaliada pelo uso do azul de Tripan*®.

A reducéo da VC ocorreu de forma progressiva em relacdo ao tempo de exposicao
e as concentragdes de BLP. O mesmo foi observado em células de OS da linhagem MG-63
tratadas com lupeol, triterpeno presente em frutas e plantas medicinais, adicionado em
diferentes concentra¢des que variaram de 0 a 120uM, nos periodos de 24, 48 e 72 h*®. O
mesmo padrdo de reducdo ocorreu em células de OS tratadas com piperina, um alcaldide
presente na pimenta preta, em concentragdes que variaram de 25 a 200uM, nos mesmos
intervalos de tempo®.

Os resultados do célculo da citotoxicidade foram analisados pelo teste F, foram

comparados ao F tabelado 5% (8,8), e apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - Resultados do F calculado para os grupos de tratamento com diferentes
concentracdes e tempo de exposicdo a BLP.

Tempo de Concentragédo Média S o F calculado
Exposicao (uM) (%) 0103 03-1,0 0,11-1,0
01 2210 5,96 35,57
24h 0,3 59,05 558 31,18 114 0,53 0,60
1,0 61,88 7,68 59,01
01 53,92 8,11 65,83
48h 0,3 68,88 4,78 22,83 2,88 4,05 11,69
1,0 86,05 2,37 5,63
01 78,89 539 29,09
72h 0,3 87,89 321 10,34 281 1,77 4,99
1,0 91,44 241 583

F tabelado 5% (8,8) = 3,44. S = desvio padréo. S*= variancia.
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N&o houve diferenca estatistica (p>0,05) entre as concentracGes no periodo de 24h
de exposicdo. No periodo de 48h, a concentragdo de 1,0uM foi estatisticamente diferente
(p<0,05) das outras concentracdes, 0 que sugere que a concentracdo capaz de induzir uma
maior citotoxicidade para esse periodo de exposicao esteja no intervalo entre 0,3uM e 1,0uM.
Ja no periodo de 72 h, a concentra¢ao de 1,0uM foi diferente estatisticamente (p<0,05) da
concentracdo de 0,1uM, e foi estatisticamente igual (p>0,05) a concentragao de 0,3uM, o que
sugere que a melhor dosagem de citotoxicidade esteja entre as concentragdes de 0,1uM e
0,3uM. Esse resultado indica a possibilidade de diminuicdo da dose efetiva da substancia com
0 aumento do tempo de exposicao.

A concentracdo necessaria para inibir 50% das células in vitro foi medida por
meio do célculo do ICsy, pelo uso do programa estatistico GraphPad Prism. Os resultados
foram de 0,841uM para o Gog, de 0,443uM para o Gug € de 0,148uM para o G7».

As baixas concentraces encontradas no célculo do ICsy sugerem que a BLP
poderia causar menores efeitos adversos a pacientes com osteossarcoma, visto que a dose de
0,841uM calculada para o Gy, € significativamente menor que as concentragdes utilizadas
para o tratamento com lupeol, onde o0 menor 1Cso encontrado foi de 36,8uM™. J4 nas células
de OS tratadas com piperina, 0 menor ICs encontrado foi de 72uM?°.

E importante ressaltar que os resultados do calculo do ICsy corroboram os
resultados estatisticos encontrados na analise da citotoxicidade pelo ensaio da viabilidade
celular pelo método de exclusdo do azul de Tripan. O ICsy do Ggg encontra-se na faixa
sugerida de melhor concentracdo para a citotoxicidade, da mesma forma como ocorreu com
G72em ambos 0s ensaios.

Para o ensaio de sobrevivéncia celular, apés o periodo de incubag&o, foi realizado
0 célculo da média do nimero de células de OS, além do calculo das fracdes de

sobrevivéncia. Os valores séo dispostos na Tabela 3.

TABELA 3 - Ensaio de sobrevivéncia celular. Médias
do namero de células de osteossarcoma
sobreviventes em relacdo a diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo a 3

Lapachona (BLP).
Concentracio Tempo de Exposi¢do a fLP
de BLP (uM) 24 48h 72h
0 (Controle) 48,5 445 54,3
0,1 16,55 10,77 6,5
0,3 13 7,3 7,3

1,0 9,11 4,88 1,44
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Para 0 Gy e Gyg a reducdo no numero de celulas foi dose dependente, pois a
sobrevivéncia celular diminuiu a medida que a concentracdo do tratamento foi aumentada.
Além disso, foi possivel perceber que no GC o crescimento celular demonstrou a auséncia de
resposta ao tratamento, sendo que a média de células contadas foi maior do que nos grupos
tratados.

Os resultados do calculo da fragdo de sobrevivéncia sdo representados por meio
de um gréfico (Figura 3). Observa-se que o crescimento celular apos o tratamento foi menor
no Gy, sob concentracdo de 1,0uM, e o maior crescimento celular foi observado nas
concentragdes de 0,1uM no Gy,

Nota-se que o tempo de exposicdo de 72 horas estd relacionado a uma maior
reducdo na fracdo de sobrevivéncia nas trés concentragOes utilizadas, o que pode ser
interpretado como um resultado promissor no que se diz respeito a reducdo da ocorréncia de
recidivas apos a exposicdo das células a BLP. Além disso, o padrdo de redugao foi similar nos
trés grupos, pois quanto maior foi a concentracdo e o tempo de tratamento, menor foi a
sobrevivéncia celular. Resultado similar foi obtido em células de mieloma multiplo humano
cultivadas in vitro e resistentes a doxorrubicina, onde o tratamento reduziu a sobrevivéncia

celular, com bons resultados na utilizagio da dose de 10uM de BLPZ.
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FIGURA 3 — Fragdo de sobrevivéncia das células apds o tratamento com 3 lapachona.

Os resultados obtidos no calculo da fracdo de sobrevivéncia foram avaliados

estatisticamente pelo teste de F (Tabela 4).
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TABELA 4 - Calculo das variancias e valores do F calculado para os grupos de tratamento com
diferentes concentragdes e tempo de exposigao a BLP.

Tempo de Concentracgéo Média S $? F Calculado
EXPOSica0 ¢ (%) 01-03 0310 01-10
0,1uM 34,30 571 3257
24 h 0,3uM 27,13 3,96 15,69 2,07 0,51 1,07
1,0uM 19,62 550 30,32
0,1uM 2462 563 31,76
48 h 0,3uM 17,08 591 35,03 0,90 1,22 1,11
1,0uM 11,24 534 1124
0,1uM 12,15 136 1,85
72 h 0,3uM 844 1,73 3,02 0,61 0,30 0,18
1,0uM 362 316 999

F tabelado 5% (8,8) = 3,44. S = desvio padrfo. S* = variancia.

De acordo com os resultados, ndo houve diferenca estatistica significativa para os
grupos tratados. Isso pode significar que ocorreu reducdo do crescimento celular e da fragédo
de sobrevivéncia nos grupos tratados com a BLP nas diferentes concentragdes e periodos de
exposicao ao tratamento.

Em suma, o composto BLP apresenta atividade citotoxica nas células de OS in
vitro, além de exercer efeito redutor na viabilidade e sobrevivéncia das células apds o
tratamento. Também foram obtidos os resultados esperados utilizando-se baixas dosagens do
tratamento, o que pode estar associado a uma menor incidéncia de efeitos adversos, sendo a

BLP uma possivel alternativa aos quimioterapicos hoje utilizados.
Concluséo

A P lapachona apresenta efeitos citotoxicos em células de osteossarcoma

cultivadas in vitro.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude da alta incidéncia de reacOes adversas provocadas pelos
quimioterapicos, existe uma necessidade crescente para que sejam desenvolvidos novos
medicamentos que tenham acdo sobre as células de osteossarcoma, sem causar efeitos
adversos em excesso ao paciente.

Neste contexto, foi investigado o efeito citotoxico da B lapachona sobre as células
de osteossarcoma da linhagem MG-63, uma vez que ja foi demonstrado previamente que essa
substancia apresenta efeito antineoplasico em diversos tipos de tumores. Apds 0s ensaios,
concluiu-se que a P lapachona promoveu redugio na viabilidade celular, foi capaz de induzir
citotoxicidade e, apds o tratamento, a sobrevivéncia celular também foi reduzida.

O mesmo grupo de pesquisa envolvido neste experimento conduziu anteriormente
estudos que empregaram outra linhagem de células de osteossarcoma, a D-17, de origem
canina. As ceélulas da linhagem MG-63 demonstraram maiores necessidades metabdlicas, o
que exigiu um aumento de sua suplementacdo. Isso pode estar associado ao fato de o numero
de passagens das células estar acima de 100, podendo estas estarem senescentes.

Mesmo se tratando de células com maiores exigéncias, a p lapachona foi capaz de
induzir citotoxicidade e reduzir a viabilidade celular, o que nos leva a acreditar que o
composto possa surgir como uma alternativa aos tratamentos hoje utilizados na quimioterapia
do osteossarcoma.

A prética terapéutica de associacdo de antineoplasicos, visando uma amplificacéo
no tratamento do osteossarcoma, provocou aumento na incidéncia de efeitos adversos, fato
este que também se relaciona as altas dosagens utilizadas. Em contraste, o tratamento das
células tumorais com a B lapachona realizado nesta pesquisa, as dosagens utilizadas foram
baixas e a eficiéncia elevada, o que permite vislumbrar a possibilidade do emprego desta
substancia minimizar efeitos adversos em pacientes.

Espera-se que a pesquisa contribua para que sejam feitos novos experimentos
envolvendo a B lapachona, principalmente no que diz respeito as vias de transducdo de sinal
envolvidas em sua agdo sobre as células de osteossarcoma. Outro aspecto relevante é a
perspectiva que seu efeito citotdxico seja testado em outros tumores, bem como seja ampliado
0 interesse da comunidade cientifica para uma exploracdo adequada dos recursos naturais,
especialmente do bioma Cerrado, para que novas plantas com propriedades medicinais e

terapéuticas sejam descobertas, permitindo avancos na area da oncologia.
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