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RESUMO

BASTOS, M. L.C. Atividade Antitumoral, citotoxicidade e seletividade de
Geissospermum sericeum (Apocynaceae). Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, 108 p. Universidade
Federal do Para, Belém, Belém, 2017.

O presente estudo avaliou a atividade antitumoral de G. sericeum em linhagens
de células tumorais de adenocarcinoma gastrico primario paraense (ACP02), a
seletividade e o mecanismo de morte celular. O p6 obtido das cascas de G.
sericeum foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol e a solucéo
concentrada em evaporador rotativo até residuo. Para o fracionamento do
extrato de G. sericeum utilizou-se extracdo sob refluxo e particdo acido: base.
A fracdo alcaloidica (FAGS), obtida da particdo acido:base, foi submetida ao
fracionamento em coluna cromatogréfica aberta, utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH-20 e fase movel o metanol, dando origem a
subfracdo F6FAGS. Esta subfracao foi submetida ao fracionamento através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Semipreparativa, isolando o alcaloide
inddlico F3F6FAGs. A atividade antitumoral e a citotoxicidade do extrato
etandlico, fracbes, subfracbes e F3F6FAGS foram avaliadas através do ensaio
de viabilidade celular com o MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazoélio]) em células ACP02, células de hepatoma humano (HepG2) e
em linhagem de células normais de rim de macaco verde africano (VERO).
Foram consideradas ativas como antitumoral as amostras com concentragcao
inibitéria (Clsp) menor que 100 pg/mL em células ACP02. Foram consideradas
citotoxicas as amostras com concentracdo citotéxica (CCsg) menor que 100
pug/mL em células HepG2 e VERO. O indice de seletividade (IS) foi obtido a
partir da razdo entre os valores da CCsg e Clsp e foram consideradas seletivas
as amostras com IS maior que 2, demonstrando que essa atividade é duas
vezes mais seletiva para células tumorais. As amostras mais seletivas foram
submetidas a quantificacdo de morte celular com corantes fluorescentes
Hoechst 33342 (HO), lodeto de Propideo (PI) e Fluoresceina Diacetato (DAF)
em 24 e 72 horas de exposicdo. Todas as amostras foram ativas ou
moderadamente ativas para atividade antitumoral e apresentaram moderada
atividade citotoxica ou ndo foram citotoxicas. A FAGS e F3F6FAGS tiveram
menor Clso (FAGS = 18,29 pg/mL e F3F6FAGS = 12,06 pg/mL), maior CCsg
(FAGS-CCsp = 173,3 pg/mL para VERO e 299,45 ug/mL para HepG2 e
F3F6FAGS CCso 476 pg/mL para células renais e CCso 503,5 pg/mL para
células hepaticas) e foram mais seletivas (F3F6FAGS- IS = 39,4 para VERO e
IS = 41,74 para HepG2 e FAGS- IS = 9,5 para VERO e IS = 16,37 para
HepG2). A FAGS apresentou maior efeito apoptotico e necrético em 24 e 48h,
com o0 aumento da taxa de necrose nas maiores concentracdes e no maior do
tempo de exposicdo. Para o alcaldide, a apoptose e necrose mostraram-se
concentracdo e tempo- dependentes, com menor indice de necrose. Esses
resultados sugerem seletividade de F3F6FAGS para cancer gastrico. Porém, a
maior citotoxicidade e a menor seletividade da FAGS, provavelmente, estéo
relacionadas ao sinergismo de seus alcaloides para apoptose e necrose.

Palavras-chave: Cancer, G. sericeum, Citotoxicidade, Atividade antitumoral,
Apoptose.



ABSTRACT

BASTOS, M. L.C. Antitumor activity, cytotoxicity and selectivity of
Geissospermum sericeum (Apocynaceae). Dissertation (Master's degree) -
Graduate Degree Program in Pharmaceutical Sciences, 108 p. Universidade
Federal do Para, 2017.

This study evaluated the antitumor activity of G. sericeum in primary gastric
adenocarcinoma (ACPO02), the selectivity and the mechanism of cell death. The
G. sericeum bark powder was submitted to the exhaustive maceration with
ethanol, which he resultant solution was concentrated on rotaevaporator until
residue. For the fractionation of G. sericeum extract was used the fractionation
under reflux and acid-basic partition. The alkaloid fraction (FAGS) obtained from
the acid-basic partition was submitted to the open chromatography column
(OCC), using Sephadex LH — 20 as stationary fase and the methanol as mobile
fase, resulting in the subfracion F6FAGS. This subfracion was submitted to
semi-preparative high performance liquid chromatography (HPLC) and the
indole alkaloid (F3F6FAGS) was isolated. The cytotoxicity and antitumor activity
of the ethanol extract, its fractions and F3F6FAGS were assessed through cell
viability assay with MTT ([3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide]) in tumor-cell lines: ACP02, hepatocellular carcinoma (HepG2) and
normal VERO cells (African green monkey). The samples with inhibitory
concentration (ICso) below 100 pg/mL were considered active for antitumor
activity in ACP02. The samples with ICs5p < 100 upg/mL were considered
cytotoxic for cell lines HepG2 and VERO. The selectivity index (Sl) was
obtained from the ratio between the CCsy and ICs values and the samples were
considered selective with SI higher than two, indicating that this activity is twice
selective for tumor cells. The most selective samples were submitted to
quantification of cell death with fluorescent dyes Hoechst 33342 (HO),
Propionium lodide (PI) and Fluorescein Diacetate (FDA) during 24 and 72 hours
of exposure. All samples were active or moderately active for antitumor activity
and exhibited moderate cytotoxic activity or were not cytotoxic. The FAGS and
indole alkaloid had lower ICsq (FAGS = 18, 29 pg/mL e F3F6FAGS = 12, 06
pug/mL) bigger CCso (FAGS-CCso = 173, 3 pg/mL for VERO and 299,45 pug/mL
for HepG2 and F3F6FAGS CCsy 476 pg/mL for renal cells and CCso 503,5
png/mL for hepatic cells) and were more selective (F3F6FAGS- Sl = 39,4 for
VERO and Sl = 41,74 for HepG2 and FAGS- SI = 9,5 for VERO and SI = 16,37
for HepG2). The FAGS had greater apoptosis and necrosis in 24h and 48h with
increased necrosis in the higher concentrations and with the increase of the
exposure time. For alkaloid, apoptosis and necrosis were shown concentration
and time-dependent, with a lower necrosis rate. These results suggest some
selectivity of the F3F6FAGS alkaloid for gastric cancer. However, the bigger
cytotoxicity and the lower selectivity of FAGS are probably related to the
synergism of its alkaloids for apoptosis and necrosis.

Keywords: G. sericeum, Antitumor Activity, Cytotoxicity, selectivity, Apoptosis.
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1.INTRODUCAO

O cancer é uma doenca que ocorre em todos 0s continentes, estima-se
gue a cada trés pessoas, uma sera diagnosticada com cancer (WHO, 2014).
Estimativas apontam para a ocorréncia, de aproximadamente, 21,4 milhdes de
novos casos/ ano no mundo, 596.070 novos casos/ ano no Brasil e cerca de 20
mil desses novos casos correspondem a malignidades gastricas (FACINA
2014; BRASIL, 2015).

Nos ultimos 50 anos, houve um avanco significativo no tratamento do
cancer, sendo introduzidos na terapéutica mais de 70 novos medicamentos.
Um desafio a ser vencido é o desenvolvimento de farmacos mais seletivos,
devido a relativa semelhanca entre células malignas e normais do corpo
(BRANDAO et al. 2010). Os farmacos disponiveis destroem as células tumorais
e células normais com maior taxa de mitose, como, por exemplo, as células
sanguineas. A consequéncia desta baixa seletividade sdo as inimeras reacfes
adversas e toxicas (OLIVEIRA e ALVES, 2002; FERREIRA et al. 2014). Um
cancer muito frequente submetido a tratamentos quimioterdpicos e
radioterapicos com eventos adverso severos, é o cancer gastrico, sendo a taxa
de sobrevivéncia inferior a 25% (DURAES et al. 2014).

Um dos maiores problemas para o sucesso da quimioterapia do cancer é
o desenvolvimento de resisténcia. Este fendbmeno ocorre em cerca de 90% dos
casos de cancer metastatico (LONGLEY e JOHNSTON, 2005; HUBER et al.
2010). Esta resisténcia a mdultiplos farmacos pode estar relacionada: ao
transporte ativo do farmaco através da membrana plasmatica (Bomba de
efluxo; DIETEL, 1991; HUBER et al. 2010), alteracdo nas enzimas-alvo (BECK,
1990; HUBER et al. 2010), alteracdo no metabolismo do farmaco (MORROW e
COWAN, 1990; HUBER et al. 2010), aumento na reparacdo do DNA
(HAMMOND et al. 1989; HUBER et al. 2010) e a célula se torna incapaz de
sofrer apoptose (HANNUN, 1997; HUBER et al. 2010). No caso do cancer
gastrico, as células tumorais sofrem mutacdes durante a quimioterapia,
desenvolvendo resisténcia ao tratamento (Y1 et al. 2012; VIEGAS, 2015), sendo

necessario a associagdo de farmacos, que nem sempre aumentam a sobrevida
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dos pacientes, e ainda contribuem para eventos adversos mais severos (KIM,
2003; KANG et al. 2008; VIEGAS, 2015).

Outro problema relacionado a quimioterapia é o custo elevado do
tratamento, sendo este influenciado: pelos farmacos utilizados no tratamento, a
frequéncia de administracdo dos medicamentos na quimioterapia, a duracdo do
tratamento e as despesas hospitalares. Em média, o custo de um tratamento
quimioterapico por oito semanas pode chegar a R$ 98.000,00 (COMICB, 2015).

Mediante aos problemas expostos, a busca por novos farmacos de
menor custo, mais seletivos e que atuem em tumores resistentes a multidrogas
€ urgente. Na busca de novos farmacos anticancer as plantas representam
uma fonte, visto que varios farmacos se originaram de produtos naturais
(VARANDA, 2006; CARDOSO, 2014). Por exemplo, Catharanthus roseus (L.)
G. Don (Apocynaceae) € uma planta utilizada na medicina tradicional de
Madagascar como hipoglicemiante. Durante a valida¢ao deste uso observou-se
que o extrato suprimia a medula 6ssea nos animais. Posteriormente, foram
isolados dessa planta alcaloides bisinddélicos (Figura 1) vimblastina e vincristina
que, atualmente, sdo utilizados para o tratamento de linfoma de Hodgkin,
sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos e leucemia linfoblastica
aguda infantil (BRANDAO et al. 2010).

Vimblastina Vincristina

Figura 1- Estrutura quimica dos alcaloides da Vinca
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Outro alcaloide inddlico com reconhecida atividade anticancer é a
elipticina (Figura 2), isolado de Bleekeria vitensis, da familia Apocynaceae
(MANS et al. 2000), o qual inibe a enzima Topoisomerase (TOP) Il; PAOLETTI
et al. 1980).

Figura 2 - Estrutura quimica da elipticina

Diferentes espécies de Apocynaceae, que possuem alcaloides inddlicos
e B- carbolinicos sdo promissoras para o tratamento do cancer (STEELE et al.
2002: CARDOSO et al. 2003), como os alcaloides B-carbolinicos flavopereirina
(isolado de Geissospermum vellosii; Figura 4) e alstonina (isolado de Rauwolfia
vomitoria; Figura 3), os quais foram utilizados como componentes de uma
formulacdo natural para ser usada na prevencado e tratamento de cancer de
prostata. Sabendo que esses alcaloides exibem diferentes mecanismos de
acado na prevencao e controle do cancer, os desenvolvedores desse agente
fitoterapéutico estabeleceram que o mecanismo de agdo desta formulacéo
natural baseia-se na inducéo de apoptose através da desestabilizacdo do DNA
das células tumorais, sendo especifico para essas células. Afirma-se que o
agente fitoterapéutico desenvolvido reduz os niveis de antigeno prostéatico
especifico (PSA), um importante marcador metabdlico para este tipo de cancer.
Esse agente também atenua os sintomas da hiperplasia prostatica benigna
(HALL e BELJANSKI, 2005).
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Figura 3 - Estrutura quimica da alstonina

No entanto, muitas espécies ricas nestes alcaloides, ainda carecem de
estudo, como, por exemplo, a Geissospermum sericeum. Desta espécie ja
foram isolados os alcaloides inddlicos geissoschizolina e dois derivados:
geissoschizolina N4-6xido, 1,2- diidrogeissoschizolina e o alcaloide B -
carbolinico flavopereirina (Figura 4; STEELE et al. 2002).

A geissoschizolina, seus derivados geissoschizolina N4-6xido, 1,2
diidrogeissoschizolina e flavopereirina mostraram ativos para a linhagem de
células humanas KB. Para geissoschizolina e geissoschizolina N4-6xido a Clsg
foi > 40uM, enquanto que a Clso do derivado 1,2-deiidrogeissoschizolina foi
40uM. Flavopereirina também mostrou atividade citotoxica moderada (Clsg 10,7
uM), sendo este alcaloide, no referido estudo, o mais ativo. A citotoxicidade de
flavopereirina ja havia sido citada anteriormente, devido a sua capacidade para
inibir seletivamente a sintese de &acido desoxirribonucleico (DNA) em células
tumorais, em comparagdo com células saudaveis (STEELE et al. 2002).
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Figura 4 - Estrutura quimica dos alcaloides isolados de G. sericeum

Apesar destes resultados promissores, estes alcaloides tém sido pouco
avaliados para a atividade antitumoral e nenhum trabalho avaliou a atividade de
Geissospermum e seus alcaloides sobre tumores gastricos. A investigacdo da
atividade antitumoral de G. sericeum e 0os mecanismos de morte celular, como
apoptose e necrose sdo muito importantes, uma vez que os alcaloides desta
espécie podem apresentar atividade semelhante aos alcaloides da Vinca

(vincristina e vimblastina) ou ao alcaloide elipticina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Etimologicamente, a palavra cancer possui origem grega. Surgiu a partir
da “karkinos” que quer dizer caranguejo. Foi utilizada pela primeira vez por
Hipdcrates (460 -377 a.C.), o pai da medicina. O cancer foi detectado em
mumias egipcias, comprovando que ele ja ocorria ha mais de 3 mil anos antes
de Cristo. No sentido patoldgico, o cancer pode ser definido como um conjunto
de mais de 100 doencas genéticas que possuem em comum O crescimento
desordenado de células e propagacdo descontroladas no corpo de formas
anormais das préprias células corporais que perderam a sua identidade celular
(ALMEIDA et al. 2005).

A carcinogénese € um processo complexo, multifasico e dependente de
fendbmenos genéticos e epigenéticos que culminam no surgimento de clones de
células imortalizadas que adquirem a capacidade de se multiplicar
autonomamente e de invadir os tecidos vizinhos (metastase). Ainda que haja
particularidades para cada neoplasia, algumas caracteristicas do processo sdo
comuns aos diferentes tipos de cancer (BOGLIOLO, 2009).

O processo de carcinogénese geralmente é lento. Para que uma célula
tumoral origine um tumor detectavel pode durar anos. E um processo que
passa por varios estagios antes de chegar a um tumor: estagio de iniciacéo,
estagio de promocdo e estagio de progressdo. No estagio de iniciacdo as
células sofrem acdo de um agente carcinogénico, que promove modificagdo em
alguns de seus genes. Nesta fase as células encontram-se geneticamente
alteradas, entretanto ainda ndo € possivel se detectar um tumor. No estagio de
promocao, a célula iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e
gradual. Para que ocorra essa transformacdo, € necessario um longo e
continuado contato com o0 agente cancerigeno promotor. A suspensao do
contato muitas vezes interrompe 0 processo nesse estagio (ALMEIDA et al.
2005).

No ultimo estagio, chamado estagio de progressdo, ha a multiplicacéo
descontrolada e irreversivel das células geneticamente modificadas. Nesse
estagio o cancer ja estd instalado e comecam a surgir as primeiras

manifestagbes clinicas da doenga (ALMEIDA et al. 2005). Infelizmente, o
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diagnostico é feito no 3° estagio, e algumas vezes em estagio avancado da
doenca, reduzindo a probabilidade de cura (SARMENTO, 2016).

O cancer é considerado pela Organizacdo Mundial de Saude um
problema de saude publica e estimativas indicam que as mortes ocasionadas
por essa doenca sdo crescentes em todo o mundo. Para o ano 2050, sdo
estimados 27 milhdes de novos casos e 17,5 milhdes de mortes pelo cancer
em todo o mundo. Este problema é considerado maior em paises em
desenvolvimento. Estima-se que nas proximas décadas 80% dos mais de 20
milhdes de novos casos de cancer estimados para 2025 estejam nos paises
em desenvolvimento (BRASIL, 2015).

E possivel observar a existéncia de um perfil da magnitude de
determinados tipos de cancer em paises em desenvolvimento que se
assemelha ao perfil em paises desenvolvidos, principalmente com relacdo aos
canceres de prostata, mama e intestino; entretanto, ainda persistem os
canceres relacionados com condi¢cdes socioecondmicas menos favoraveis,
como, por exemplo, o do colo do utero e o do estdbmago (BRASIL, 2015).

Em 2012 60% dos casos de cancer ocorreram em paises em
desenvolvimento. Quando se fala em mortalidade, a situacdo agrava-se: dos 8
milhdes de 6bitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos paises. Entre os
tipos de cancer mais incidentes no mundo estd o cancer gastrico (CG). As
taxas de incidéncia desse cancer variam. Japao e Coréia sdo responsaveis
pelas maiores taxas. Cerca de dois tercos dos CG ocorrem nos paises em
desenvolvimento, situados no Leste da Asia, Europa Oriental, América do Sul e
América Central. Ja4 o Sul da Asia, América do Norte, Africa Oriental, Australia
e Nova Zelandia sdo areas de baixa incidéncia (CREW e NEUGUT, 2006).
Uma razdo para esta variacdo € a etiologia complexa dependente de uma
combinagao entre o meio ambiente, hospedeiro e fatores genéticos (PINHEIRO
et al. 2015).

Em 1975, o cancer de estbmago era a neoplasia mais comum no
mundo, entretanto, houve uma mudanca substancial e esse tipo de cancer
tornou-se o quinto tumor maligno mais comum no mundo no ano de 2012. No
ano supracitado houve 951.000 casos de CG com 723.000 Obitos em

decorréncia da doenca em todo o mundo (FERLAY et al. 2015).
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O declinio na prevaléncia ao longo das décadas foi considerado uma
vitoria que pode estar relacionada aos avancgos tecnoldgicos para o diagnostico
de doencas do trato gastrointestinal, uso de antibidticos no tratamento da
infecgdo por Helicobacter pylori e mudanga na maneira de conservacao de
alimentos, ou seja, houve maior insercdo de refrigeracdo dos alimentos e
consequentemente diminuicdo do uso do sal como conservante (ARREGI et al.
2004). Embora a incidéncia de cancer gastrico esteja declinando, a taxa de
mortalidade em todo o mundo continua elevada (FUCCIO et al. 2010). Em
2015, por exemplo, este tipo de cancer foi a segunda causa de morte
relacionada ao cancer no mundo (PINHEIRO et al. 2015).

Em ambos os sexos, a incidéncia de Adenocarcinoma de estdbmago
aumenta a partir de 35-40 anos e em intensidades diferentes, ocorrendo com
mais frequéncia em homens (BRASIL, 2013). Estimou-se para o Brasil 12.920
casos novos de cancer de estomago em homens e 7.600 em mulheres, para o
biénio 2016/2017. Esses valores correspondem a um risco estimado de 13,04
casos novos a cada 100 mil homens e 7,37 para cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de estbmago em
homens é o segundo mais frequente nas Regides Norte e Nordeste. E o quarto
tipo mais frequente nas Regifes Sul e Centro-Oeste. J4 na Regido Sudeste,
ocupa a quinta posicdo. Para as mulheres, é o quarto tipo de cancer mais
frequente na Regido Norte. Nas Regifes Sul e Nordeste, ocupa a quinta
posicdo. Nas demais Regides, Sudeste e Centro-Oeste, ocupa a sexta posicao
(BRASIL, 2013).

De acordo com as estimativas do INCA para o ano de 2016, no Estado
do Paréa a incidéncia cancer gastrico foi de 460 casos em homens para cada
100 mil habitantes. Desses, 160 casos/ 100mil habitantes se concentraram na
capital. A incidéncia em mulheres foi de 230 casos de cancer gastrico a 100mil
habitantes mulheres. Desses, 100/100mil habitantes concentraram-se na
capital do Estado (BRASIL, 2015).

Visando caracterizar os canceres de estdbmago do Para, um estudo in
vitro, estabeleceu e caracterizou citogeneticamente células tumorais de
adenocarcinoma gastrico paraense, entre elas, a linhagem tumoral de

adenocarcinoma gastrico primario (ACP02), que em cultura manteve
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caracteristicas genéticas semelhantes ao tumor que Ihe deu origem,
configurando modelo de estudo para carcinogénese nessa populacéo.

A linhagem ACPO2 foi classificada como tipo difuso e encenada como
T3N2MO (estadiamento). A cultura foi imortalizada in vitro por transformacao
espontanea, sendo que estas células crescem desorganizadas em
monocamada, semelhante aos fibroblastos com algumas aglomeracdes e
divisbes heterogéneas (bipolar e multipolar). Possui ciclo celular de
aproximadamente 30horas com maxima confluéncia em 72 horas (Figura 5). As
caracteristicas morfolégicas dessa linhagem sdo compativeis com outra
linhagem de adenocarcinoma gastrico, estabelecida anteriormente (ACPO1;
LEAL et al. 2009).

Figura 5 - Fotomicrografia da linhagem celular ACP02 em cultivo (10x)

A linhagem ACP02 exibiu um cariétipo com varias alteracdes
cromossdmicas clonais, sendo a trissomia 8 a alteragdo mais frequente.
Também apresentou a trissomia 7 e a dele¢cdo do braco curto do cromossomo
17p. Estas alteragbes cromossdmicas sd80 comumente observadas em
linhagens celulares de cancer gastrico primario de individuos do norte do Brasil
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(LEAL et al, 2009). No CG, a proliferacdo das células ndo é controlada pelos
processos que normalmente regulam a divisdo celular e o crescimento dos
tecidos (GOMES, 2008). Sem a regulagdo do ciclo celular, essas células que
sofreram alteracbes se dividem excessivamente formando aglomerados
celulares que podem ser chamados de tumores ou neoplasias (RAMOS, 2012).
Alteracdes nos proto-oncogenes podem torna-los oncogenes (RIBEIRO et al.
2003), sendo que as principais alteracdes ocorrem na estrutura do gene,
resultando na sintese de um produto génico anormal (oncoproteina), tendo
funcdo aberrante e regulacdo da expressao génica, resultando no aumento ou
producdo imprépria da proteina promotora de crescimento estruturalmente
normal (ROBBINS et al. 1996).

No caso do CG, apés a infeccdo por H. pylori ocorre ativacdo de
diferentes vias de sinalizacdo intracelulares em células epiteliais, tais como:
proteina quinase ativada por mitbgenos (MAPK), fator de transcricdo nuclear
kappa (NF-kB), ativador de proteina WNT/a-catenina, fosfatidilinositol-3-cinase
(PI3K), transdutores de sinal e ativadores de transcricdo 3 (STAT3) e
ciclooxigenase 2. Estas alteracbes na sinalizacdo celular afetam o
funcionamento da célula, tendo como consequéncia a producao elevada de
citocinas inflamatérias, alteracdo das taxas de apoptose, proliferacdo e
diferenciacdo de células epiteliais e, mais importante, resultam na
transformacao oncogénica de células epiteliais (DING et al. 2010; BARBOSA e
SCHINONNI, 2011).

Os fatores de viruléncia bacteriano como a citotoxina cagA, a VacA
(citotoxina vacuolar A) e as OMP (proteinas de membrana externas) sao
responsaveis por muitos destes efeitos (DING et al. 2010; BARBOSA e
SCHINONNI, 2011). A VacA é uma toxina secretada que entra na membrana
das células epiteliais, induz a formacédo de vacuolo e afeta as mitocondrias,
levando as células a apoptose (FUCCIO et al. 2010). Em sintese, H. pylori
pode induzir alteracbes epigenéticas, como a metilacdo do DNA e a
modificacdo das histonas, que sdo importantes na transformacdo oncogénica
(DING et al. 2010; BARBOSA e SCHINONNI, 2011).

Por outro lado, cagA, ao entrar na célula epitelial, induz sinais de
proliferacdo e motilidade, bem como producéo de citocinas. Varios mecanismos

pelos quais cagA induz a mudancas de transformacdo de uma célula
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hospedeira foram descritas, tais como a sua interacdo com a proteina SHP-2,
uma tirosina fosfatase citoplasmética (MEINE, 2006). Uma vez no interior da
célula, a fosforilacdo da proteina cagA leva a uma desregulacédo das vias da
proteina SHP2, ocasionando uma desregulacdo das funcbes das células
epiteliais, induzindo uma hiperproliferacdo celular e promovendo a
transformacao do seu fenoétipo celular, um importante pré-requisito para uma
transformacao neoplasica (FUCCIO et al. 2010).

Sao inumeros os fatores genéticos e epigenéticos envolvidos na
carcinogénese do cancer gastrico, dentre estes destacam-se: alteracdes
epigenéticas de hipermetilacdo aberrante dos genes HAI2 SPINT2 (DONG et
al. 2010; OLIVEIRA et al. 2010) e MINT31 p16I1"*® (KIM et al. 2010; OLIVEIRA
et al. 2010). A perda das fun¢des dos genes codificados pelo locus INK4-ARF e
alteragcbes moleculares no INK4 / ARF (locus localizado no cromossoma
humano 9p21), que abrange 35 quilobases e codifica 5 genes supressores
(p16™*A p15MNKB n14ARF 116KV @ P12), estdio envolvidas na patogénese e
progressdo do carcinoma gastrico (PINHEIRO et al. 2015; SHERR, 2012).
Pinheiro e colaboradores (2015) estudaram as principais alteracbes em

INK4/ARF destacando a ativacdo do gene p16™<?

por hipermetilacdo, sendo
esta considerada um mecanismo importante para a iniciagdo e o0
desenvolvimento de CG e, junto com a delecdo do cromossomo 9p21, podem
ser usados como marcador de carcinogénese nesse tipo de cancer (PINHEIRO
et al. 2015).

Estudos mostram que a presenca da inflamag&o cronica na mucosa
gastrica, muitas vezes, esta associada ao padrdo de metilagdo aberrante em
genes supressores tumorais (ou anti-oncogenes), que por sua vez esta
associado ao cancer gastrico, ou seja, a inflamacédo cronica aumenta a
probabilidade de formacdo do cancer gastrico (ALMEIDA et al. 2005). Varios
sao 0s genes supressores de tumores conhecidos (SERRANO et al. 2014),
sendo a perda destes genes relacionada ao desenvolvimento de tumores
humanos, pois a funcao fisiologica destes genes é regular o crescimento da
célula e impedir a formagéo de tumor (ROBBINS et al. 1996).

O gene supressor de tumor p53 é o0 alvo isolado mais comum de
alteracdes genéticas em humanos (ROBBINS et al. 1996). Outros exemplos de

genes supressores de tumores sao 0s genes envolvidos no cancer de mama
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familiar BRCA1 e BRCA2 (VENKITARAMAN, 2014) e genes envolvidos na
carcinogénese de células géastricas, como o gene APC (Adenomatosa Polipose
do Codlon; SMITH et al. 2006). Dentre estes genes destacam-se trés
supressores tumorais: gene polipose adenomatosa, p*°N“E e ploINKA
(BORGES et al. 2013). Além disso, a instabilidade genética e alteracdes em
citocinas e fatores de crescimento contribui para a complexidade dos
processos envolvidos na carcinogénese gastrica (SMITH et al. 2006).

Além dos proto-oncogenes e genes supressores de tumor, atuando
normalmente no ciclo celular ha uma terceira categoria de genes, que
controlam a morte celular programada, chamada apoptose (GOMES, 2008).
Portanto, soma-se a estes sistemas de defesa a habilidade de comunicagao
intercelular, capaz de detectar células vizinhas defeituosas e induzir morte
celular nestas células (TUBIANA, 2008), processo que se mostra importante
para a prevencao de carcinogénese.

Mesmo quando sd@o expostas, as células iniciadas reagem ao acumulo
de danos causados por agentes quimicos e fisicos por, pelo menos, trés
mecanismos: reacdo contra ROS (espécies reativas de oxigénio) gerada pela
injuria provocada por stress oxidativo; eliminagédo das células lesadas (mutadas
ou instaveis), promovendo apoptose ou morte celular durante a mitose;
estimulacao de sistemas de reparo de DNA (GOMES, 2008).

As razbes que levam os genes que regulam o ciclo celular a perderem
suas funcdes sdo complexas e multifatoriais. Dentre estas razbes podem-se
citar predisposicbes genéticas hereditarias e agentes fisicos, quimicos e
bioldgicos. (RIBEIRO et al. 2003). Processos oxidativos e organicos estao
implicados nas varias etapas que conduzem ao desenvolvimento da
carcinogénese, sendo que com o decorrer da idade ha acumulo de danos
oxidativos nas ceélulas, declinio da atividade antioxidante (levando a mais e
mais mutacdes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor) e do
sistema imune e maior probabilidade de ocorréncia de cancer (HEGEDUS,
2000).

No caso de cancer gastrico, além dos fatores genéticos, existem fatores
ambientais que tém papel importante na etiologia desse cancer. Entre estes
fatores e ja relatada anteriormente, destaca-se a infeccéao pelo H. pylori, sendo

gue regides com baixa prevaléncia da infeccdo por H. pylori tendem a ter uma
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incidéncia relativamente baixa de cancer géastrico. O H. pylori é
especificamente adaptado para sobreviver no ambiente hostil (pH acido) e sua
colonizacéo resulta no desenvolvimento de gastrite em individuos infectados. A
fixacdo das bactérias as células epiteliais induz uma resposta inflamatéria,
resultando no recrutamento de neutrofilos, linfocitos B e T, macréfagos e
células plasméticas, a maioria dos quais gera grandes quantidades de espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio, implicados em danos em células epiteliais e
carcinogénese (FUCCIO et al. 2010). Mas a variacdo na taxa de cancer
gastrico ndo pode ser explicada inteiramente pelo H. pylori, visto que as
populacbes em muitas partes da Africa e india tém uma elevada prevaléncia de
H. pylori, mas baixa incidéncia de cancer gastrico (MARTEL et al. 2013;
COVER, 2016).

Outros fatores também podem contribuir neste processo, como a
ingestdo ou a formacdo intragastrica de compostos nitrosos ou outras
substancias genotoxicas, dieta pobre em produtos de origem vegetal e dieta
rica em sal, consumo de alimentos defumados ou em conserva e exposicao a
drogas, como tabagismo (OASHIMA et al. 1989; LYNCH et al. 1999; FUCCIO
et al. 2010). Também, a idade avancada, sexo masculino, histéria familiar de
cancer gastrico e polipose adenomatosa sao fatores que podem contribuir
neste processo (FUCCIO et al. 2010). Por isso, este tipo de cancer é uma
condicdo heterogénea que representa varias doencas (SHAH e AJANI, 2010).

Além disso, independentemente da exposicdo a agentes, as células
sofrem processos de mutacdo espontanea, que alteram seu desenvolvimento
normal (GOMES, 2008). MutacGes genéticas germinativas (hereditarias) no
gene supressor tumoral CDH (gene que codifica a molécula de adesado
Caderina-E) foram encontradas em familias brasileiras com histérico de CGDH
(Cancer Gastrico Difuso Hereditario; MOREIRA-NUNES et al. 2014).

O tipo de CG mais comum (mais de 90% dos casos) € o
adenocarcinoma, sendo o termo cancer gastrico utilizado como seu sinénimo
(BRASIL, 2013). Esse cancer é classificado de acordo com o local de origem
do tumor e a aparéncia patoldgica da lesdo. Lauren (1965) compds uma
classificacdo histologica, que € amplamente aplicada. De acordo com esta
classificacdo os adenocarcinomas gastricos séo divididas em dois tipos:
intestinais ou difusos (LAUREN, 1965).
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Tumores gastricos do tipo intestinais sdo compostos de células malignas
gue sao unidos para formar estruturas semelhantes a glandulas funcionais do
trato gastrointestinal. O tipo de tumor difuso é o menos comum e compreende
células que carecem de coesdo e ja ndo sdo capazes de funcdo gastrica
(LAUREN, 1965). O tumor tipo difuso apresenta-se com padrao infiltrativo, com
extensdo submucosa e metastases precoces, acomete mais mulheres em
idade jovem e de tipo sanguineo A e esta associado ao pior prognostico pela
sua disseminacao intra e transmural. O tipo intestinal apresenta-se como um
tumor mais diferenciado, acomete mais homens, em especial idosos, e evolui
principalmente de lesdes pré-malignas (BRASIL, 2013).

Geralmente os tumores intestinais progridem através de uma série de
passos sequenciais. Estes passos comecam com gastrite, que progride para
atrofia das mucosas (gastrite atréfica), seguido por metaplasia intestinal,
displasia e carcinoma com posterior disseminacdo metastatica. O céancer
gastrico tipo difuso também esta associado com infeccédo por H. pylori, porém,
ainda nao foi demonstrada associacdo deste com gastrite atrofica (SMITH et al.
2006).

A classificacdo de Lauren (1965) é amplamente e rotineiramente usada
por patologistas, epidemiologistas e clinicos para a avaliacdo de
adenocarcinoma gastrico, particularmente com respeito a sua incidéncia e
etiologia, embora tenha valor limitado em relacdo as decisfes terapéuticas
(YAKIREVICH e RESNICK, 2013). Infelizmente, a classificacdo histolégica
individual do adenocarcinoma gastrico ndo é clara e o tumor frequentemente é
uma mistura de tipos de tecido intestinal e difuso (SMITH et al. 2006).

Nd&o h& uma padronizacdo para o diagnostico, estadiamento e
tratamento do CG no Brasil. Devido a extensdo do pais, as diferencas de
recursos disponiveis de assisténcia médica e a escassez de profissionais
treinados, a sobrevivéncia dos doentes é muito baixa (ZILBERSTEIN et al.
2013). Para o diagnéstico, tratamento e acompanhamento dos individuos com
adenocarcinoma do estbmago no Brasil utiliza-se as Diretrizes Diagndsticas e
Terapéuticas - Adenocarcinoma de Estbmago (BRASIL, 2013).

O CG tem seu prognostico e tratamento definidos pela localizacéo e
estadiamento do tumor e pelo nimero de linfonodos ressecados e acometidos.

O diagnostico é feito geralmente a partir de uma queixa clinica relacionada a
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sintomas do trato digestivo alto (plenitude gastrica, sangramento digestivo alto
ou baixo, ndusea e vbmito) ou a sintomas constitucionais (perda de peso,
anorexia e astenia). A anamnese e o exame fisico norteardo a investigacao
diagndstica subsequente. E importante observar que o diagndstico clinico do
CG é dificil, porque ndo ha sintomas patognomonicos. Além disso, pode cursar
assintomatico, inclusive na sua fase mais avancada, jA com metéstases,
dificultando o tratamento (BRASIL, 2013).

O tratamento é multidisciplinar e envolve cirurgia, RT (radioterapia) e
quimioterapia, na tentativa de modificar a historia natural da doenca. O
momento em que cada uma das opcles terapéuticas serd instituida,
combinadas ou ndo, e a sequéncia dos tratamentos, sdo alvo de estudos ha
décadas. Variacbes de técnicas cirlrgicas e radioterapicas, agentes
guimioterapicos e combinacdes desses agentes e caracteristicas populacionais
tornam dificil a comparagcdo entre os resultados dos estudos. O tratamento
mais efetivo ainda néo foi estabelecido e a decisdo de como tratar deve ser
definida levando-se em consideracdo a experiéncia e 0s recursos humanos e
tecnoldgicos da instituicdo ou a preferéncia do paciente e de seu médico. O
cancer de estdbmago deve ter um tratamento cirdrgico sempre que possivel
(BRASIL, 2013). A quimioterapia tem sido empregada como neoadjuvante ou
adjuvante no tratamento. Atualmente, preconiza-se, além da resseccdo do
tumor, o emprego de quimioterdpicos em tumores T3/T4 ou NI1/N2/N3
(SANTOS et al. 2015).

No caso de recidiva, a quimioterapia com medicamentos nao utilizados
na primeira linha em monoterapia ou combinados podem ser indicados. A
radioterapia ou quimioterapia tém duracdo especifica e devem ser
interrompidas no caso de sinais clinicos, laboratoriais ou de imagem que
indiguem progressdo da doenca ou na presenca de efeitos colaterais que
comprometam a efetividade do tratamento. Nessa ultima situacdo, o tratamento
alternativo menos téxico deve ser o proposto (OKINES et al. 2010), se indicado
(BRASIL, 2013).

O tratamento do adenocarcinoma gastrico no Ocidente pode ser
considerado, de uma maneira geral, como paliativo, visto que as recidivas sao
0 seguimento mais provavel e a sobrevida em cinco anos atinge em média

somente 20% dos casos, computando-se todos 0s estagios em conjunto
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(SOUZA et al. 2011). Nenhum esquema exclusivo de quimioterapia foi definido
como mais benéfico em estudos de metanalise (JEUNG et al. 2009; BRASIL,
2013) e a tolerancia do tratamento pelo paciente deve ser avaliada de acordo
com o estado do paciente. A maioria dos esquemas envolve fluorouracila (FU)
e seus similares (BRASIL, 2013). O FU foi o agente quimioterapico mais
extensivamente estudado para cancer gastrico metastatico. Comparando
quimioterapia combinada com dois medicamentos a terapia com um Unico
agente, houve sobrevida a favor de regimes de combinacdo (WAGNER et al.
2006).

Nos pacientes com ressecc¢do do tumor com linfonodos comprometidos
tem sido recomendada a quimioterapia com FU e acido folinico associado a
RT, esquema que aumenta a sobrevida e diminui o indice de recorréncia. Nos
tumores localmente avancados e irressecaveis (ndo podem ser completamente
removidos) a quimioterapia sistémica (semelhante a indicada para tumores
metastaticos), poderia aumentar os indices de ressecabilidade. Nos pacientes
com tumor considerado irressecavel, FU e cisplatina tem sido a combinacéo
mais frequentemente utilizada, porém, a sobrevida em média é de apenas nove
meses (MINCIS e MINCIS, 2008).

Em pacientes com diversos graus de comprometimento, a quimioterapia
perioperatoria com o0 esquema de medicamentos: epirrubicina, cisplatina e
fluorouracila infusional (ECF) mostrou beneficio na sobrevida dos pacientes
(CUNNINGHAM et al. 2006). Um estudo de revisdo sistematica e metanalise
realizado por Wagner e colaboradores (2006) para avaliar a eficacia e
tolerabilidade da quimioterapia em pacientes com céancer gastrico avancado
demonstrou que os melhores resultados de sobrevivéncia sdo atingidos com
esquemas de trés drogas contendo FU, uma antraciclina, e cisplatina. Entre
estes, os regimes incluindo FU em bolus, numa combinacdo de quatro drogas:
epirrubicina, cisplatina, leucovorin e FU — em bolus (PELF) exibiram uma taxa
mais elevada de mortes por reagdo toxica comparado com 0S regimes
utilizando uma infuséo continua de FU, tais como epirrubicina, cisplatina, e FU-
de infusédo continua, sugerindo aumento da toxicidade para o PELF.

O principal tratamento do adenocarcinoma gastrico é a resseccao do
tumor, seja ela cirdrgica ou endoscoépica (MINCIS e MINCIS, 2008) e a

associacdo do tratamento adjuvante a cirurgia é responsavel pelo aumento da
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sobrevida dos pacientes, relatado em varios trabalhos (CUNNINGHAM et al.
2006; SOUZA et al. 2011) mostrando que a terapéutica com antineoplasicos
esta entre as medidas mais adotadas.

Alguns agentes quimioterapicos, além de interromper o metabolismo
celular, sdo capazes de induzir alquilacdo do DNA, bem como reestabelecer o
processo de apoptose (TAKEI et al. 2005). Farmacos anticarcinogénicas
podem atuar por diferentes mecanismos, impedindo a capacidade proliferativa
celular. Estas podem atuar em elementos do citoesqueleto, prejudicando a
divisdo celular, promover citotoxicidade capaz de destruir a célula por necrose
ou apoptose (MARSH e LIU, 2009; NOBILI et al. 2009; ROSALES-
HERNANDEZ et al. 2009).

Os medicamentos usados no tratamento do carcinoma gastrico atuam
por diferentes mecanismos de acdo e alguns culminam na inducdo de
apoptose. A FU atua tanto no DNA quanto no RNA, atuando como
antimetabaolito, inibindo a biossintese do DNA e RNA. In vivo, a FU é convertida
no metabolito ativo 5-fluorodexoiuridina-monofosfato. Esse metabolito interage
com a enzima timidilato sintetase provocando a supressao da timidina trifosfato
(TTP; um dos quatro nucleétidos trifosfatos utilizados na sintese de DNA) e,
assim, impede a sintese do DNA. Além disso, a 5-FU inibe o processamento do
acido ribonucleico (RNA) e se incorpora no DNA, no local em que ha a
supressdo do TTP. Outros metabolitos do FU incorporam-se tanto ao RNA
como ao DNA (NCI*, 2017). A FU demonstrou inducdo de apoptose in vitro em
linhagens de células de cancer do colo retal (MHAIDAT et al. 2014), células de
cancer oral (TONG et al. 2000) e linhagens tumorais de células gastricas
(OSAKI et al. 1997).

A cisplatina exerce as suas propriedades citotoxicas por reacdo com o
DNA, que eventualmente culmina com apoptose irreversivel (TANIDA et al.
2012). Depois de sofrer hidrolise, a Cisplatina reage com o DNA para produzir
ligacOes intra e intercadeias. A citotoxicidade da cisplatina se correlaciona com
a parada celular na fase G2 do ciclo celular com inibicdo da transcricao e
replicacdo, induzindo a apoptose (PUBCHEM®, 2017).

Outro farmaco que induz morte celular por apoptose € a epirrubicina (LO
et al. 2008). Este farmaco atua interagindo com o DNA por diferentes
mecanismos: intercalacdo, quebra da cadeia de DNA e inibicdo da enzima
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topoisomerase Il (PUBCHEM? 2017). Em estudo com células de
adenocarcinoma de coldn e intestino de rato, houve um aumento da inducéo de
apoptose quando associado epirrubicina ao acido glicélico (agente
gastrointestinal que estimula o fluxo de bile para o duodeno ou estimula a
producdo de bile pelo figado). O acido glicdlico aumentou a citotoxicidade da
epirrubicina intensificando a apoptose induzida por epirrubicina (LO et al.
2008).

Agentes quimioterapicos como capecitabina, oxaliplatina, docetaxel,
irinotecan, S-1 (uma fluoropirimidina) também s&o usados no tratamento do CG
(AJANI et al. 2007; SCHUBERT, 2007; LORDICK et al. 2010). Desses agentes,
o alcaloide irinotecano atua induzindo apoptose celular, este € convertido no
metabdlico 7-etil-10-hidroxi-camptotecina por uma enzima conversora de
carboxilesterase, que inibe a atividade da topoisomerase | (TOP 1)
estabilizando o complexo TOP 1 — DNA, resultando em rupturas de DNA que
inibem a replicacdo sua replicacdo e provocam a morte celular apoptoética
(NCI?, 2017).

A morte celular por apoptose € um fenbmeno em que a célula é
estimulada a acionar mecanismos que culminam em sua morte (BOGLIOLO,
2009). Pode ser deflagrada por estimulos externos através de receptores
especificos na superficie celular chamados receptores da morte ou por
estimulos internos de estresse intracelular, tais como lesdo do DNA ou
perturbacdes no ciclo celular ou nas vias metabdlicas. Estas diferentes vias
culminam com a ativacdo de proteases conhecidas como caspases, que
possuem papel fundamental no processo de morte celular (PAROLIN e
REASON, 2001).

Morfologicamente, a célula em apoptose se encolhe e o citoplasma fica
mais denso; a cromatina torna-se condensada e disposta em grumos
acoplados a membrana nuclear (BOGLIOLO, 2009). H4 a compactacdo das
organelas citoplasmaticas (BOHM e SCHILD, 2003) retragdo, condensacao da
cromatina, cariorrexe e o eventual brotamento da membrana plasmatica (KERR
et al. 1972). O brotamento termina com a fragmentacdo da célula em
numerosos brotos, que passam a constituir os corpos apoptéticos (KERR et al.

1972; BOGLIOLO, 2009). Em seguida os corpos apoptéticos sao fagocitados
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por macréfagos ou por células vizinhas (BOHM E SCHILD, 2003; KERR et al.
1972; Figura 6).

1 APOPTOTICO ;@

b4 L -8,
\bl 9_ - . \ 7
d FAGOCITO
Perda da integridade da membrana Fagocitose dos corpos apoptdticos
com extravasamento do conteudo e fragmento celular
citoplasmatico
NECROSE APOPTOSE

Figura 6 - caracteristicas morfolégicas de células necréticas e apoptéticas
Fonte: Adaptado de Grivicich et al. 2007

As alteracBes morfologicas sdo muito importantes para a diferenciacdo
da morte celular por apoptose e outro tipo de morte celular classica, chamada
necrose. Na necrose as células incham e se rompem, liberando o material
citoplasmatico e atraindo leucécitos para a regido, o que caracteriza uma
resposta inflamatéria. Também se destaca o fato de que a necrose, causada

por injaria, resulta na morte de grupos de células, contrastando com a apoptose
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gue acomete morte de células individuais (Figura 6; ZIEGLER E GROSCURTH,
2004).

As células malignas possuem capacidade de reduzir a resposta frente a
agentes indutores de apoptose, sendo que esta reducdo pode envolver a
inativacdo do caminho pré-apoptotico ou ativacdo do caminho anti-apoptotico
resultando na falha resposta (HANAHAN e WEINBERG, 2000; MORRISON et
al. 2008). Diferentes mecanismos de resisténcia tém sido descritos para as
células tumorais, sendo a consequéncia desta resisténcia a falha terapéutica.
Logo, buscar novos farmacos que atuem em células tumorais resistentes a
multiplas drogas é extremante urgente, em especial para cancer de pior
progndstico como por exemplo cancer gastrico difuso.

As plantas medicinais sado consideradas promissoras como fonte de
novos farmacos antitumorais, ou seus compostos podem ser usadas como
protétipos para a obtencdo de novos farmacos (BRANDAO et al. 2010). Dentre
0S compostos de origem natural, promissores como antitumoral, destacam-se
os alcaloides, sendo sua atividade relacionada a inibicdo mitose, da
desmontagem de microtubulos e estabilizacdo do complexo TOP 1 —DNA
(MARQUES e LOPES, 2015). Atualmente, existem alcaloides utilizados para o
tratamento do cancer, como: vimblastina, vincristina, elipticina e camptotecina
(AVILA et al. 2006; VIEGAS et al. 2006; SERTEL et al. 2011; MOLLICA et al.
2012; KIM et al. 2015 MARQUES e LOPES, 2015).

A camptotecina (Figura 7) foi isolada de Camptotheca acuminata Decne
(familia Cornaceae). Apesar de apresentar resultados promissores em estudos
pré-clinicos (LIN et al. 2014), apresentou baixa atividade anticancerigena e
toxicidade renal em ensaios clinicos, sendo necessario alteracdes estruturais
que levem a obtencdo do irinotecano e topotecano (Figura 7), agentes que
atuam inibindo a TOP1

Estes agentes foram aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de cancer de colon, sendo mais tarde usado também

para cancer de pulméao e ovario (KIM et al. 2015).
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Topotecana

Irinotecano

Figura 7- Estrutura quimica da Camptotecina e seus derivados.

Os alcaloides antineoplasicos obtidos da espécie Catharanthus roseus
(L.) G. Don (familia Apocynaeae) chamados alcaloides da vinca (Figura 1):
vimblastina e vincristina sdo usados atualmente no tratamento de linfoma de
Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos e também, leucemia
linfoblastica aguda infantil (VIEGAS et al. 2006).

Outro alcaloide da familia Apocynaceae com atividade anticancer é a
elipticina, que ja foi obtida das espécies Ochrosia elliptica e Blekeeria vitensis.
A atividade antineoplasica da elipticina seu derivado, o eliptinum (9-
metoxielipticina) ja foi relatada em células de leucemia L1210, P388 e P1534,
células X5563 de mieloma e células de linfossarcoma de Gardner (BLASKO e
CORDELL, 1988; MANS et al. 2000). Estudos demonstram que a elipticina e
derivados, principalmente eliptinium, sdo particularmente ativos em células
MCF-7 de cancer de mama (KUO et al. 2005). Entretanto, apresentam como
efeito adverso xerostomia, associada com perda de peso e toxicidade renal
(DADOUN e CRAGUENEZ-VIOTTE, 1990; TOPCU, 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dadoun%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2265453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dadoun%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2265453

43

As elipticinas podem atuar por diferentes mecanismos de acéo, tais
como intercalacdo do DNA e inibicdo da TOP 2. Também podem interromper o
ciclo celular por regulacdo da expressdo de algumas quinases, tais como
ciclina B1 e Cdc2. Aléem disso, podem agir através da fosforilacdo da ciclina
Cdc2, induzindo a apoptose e favorecendo geracdo de radicais livres
citotéxicos (TOPCU, 2001)

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes
fontes de compostos quimicos Uteis para a medicina (DI STASI e HIRUMA
LIMA, 2002). Ela é caracterizada, em termos de metabolismo secundario, pela
producdo de alcaloides inddlicos (semelhante a elipticina), bisinddlicos
(semelhante a vimblastina e vincristina) e beta-carbolinico (RAPOPORT et al.
1957; BOLZANI et al. 1987; STEELE et al. 2002; PEREIRA et al. 2007), porém
a maioria das espécies carecem de estudos para a atividade antitumoral.

Dentre as espécies pertencentes a esta familia destaca-se a
Geissospermum sericeum, sendo considerada uma das 10 espécies mais
importantes da Amazbénia em termos medicinais (OLIVEIRA et al. 2003).
Estudo fitoquimico realizado com esta espécie isolou os seguintes alcaloides:
geissoschizolina, geissoschizolina N* — éxido e 1,2-deidrogeissoschizolina e
flavopereirina (Figura 4; STEELE et al. 2002).

Em virtude do uso popular para o tratamento da malaria (BRANDAO et
al. 1992; JACOME et al. 2003; MILLIKEN, 1997; CAMARGO, 2012) e a vasta
bibliografia do potencial antimalarico dos alcaloides, os primeiros estudos
biolégicos realizados com esta espécie avaliaram a atividade antimalarica.
Steele e colaboradores (2002) realizaram estudo para avaliar atividade
antiplasmaédica em cepas resistentes (K1) e sensiveis a cloroquina (T9-96),
testando o0s compostos isolados de G. sericeum: geissoschizolina,
geissoschizolina N* — 6xido e 1,2-diidrogeissoschizolina e flavopereirina. Dos
quatro compostos de teste, o alcaloide B-carbolinico flavopereirina teve a
atividade mais antiplasmoédica contra cepas K1 e T9-96 de Plasmodium
falciparum (Clso) 11,53 e 1,83uM, respectivamente, sendo o mais ativo para a
atividade antimalarica e também foi 0 mais ativo no ensaio de citotoxicidade.

Um estudo avaliou a atividade antileishmania da espécie G. sericeum
usando formas promastigotas da espécie de Leishmania amazonenses

tratadas com diferentes concentragfes do extrato etandlico, fracdes obtidas a
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partir do extrato etanodlico, subfracdes e alcaloides inddlico (F3F6FAGS) e [3-
carbolinico (flavopereirina) obtidas das cascas de G. sericeum. Todas as
amostras foram ativas e o fracionamento aumentou a atividade. As fracdes
mais promissoras de G. sericeum foram a fragao diclorometano (3,92 pg/mL;
24h; 28,62 pg/mL- 72h) e fracdo alcaloidica (4,22 pg/mL — 24h; 0,99 pg/mL —
72h). Para o autor, essas sao as fracdes de G. sericeum, que devem possuir
maiores teores de alcaloides (SILVA-SILVA, 2016).

No estudo de Silva-Silva (2016) o alcaloide inddlico F3F6FAGS
apresentou menor atividade inibitéria sobre a forma promastigota (24h 78,25
pg/mL; 48h 52,07 pg/mL; 72h 43,53 pug/mL). O autor sugere que o alcaloide
inddlico ndo seja o constituinte envolvido na atividade antipromastigota. E que
o alcaloide responsavel pela atividade antipromastigota de G. sericeum seja a
flavopereirina (24h 0,23 pg/mL; 48 h 2,34 pg/mL; 72h 0,15 pg/mL) com
atividade superior ao controle positivo anfotericina B (24h 0,42 pg/mL; 48h 1,79
ng/mL; 72 h 0,35 pg/mL; SILVA-SILVA, 2016).

Nenhum estudo, até o presente, havia avaliado a atividade antitumoral
de G. sericeum. No entanto, formulacdo contendo os alcaloides B-carbolinicos
flavopereirina e alstonina de Rauwolfia vomitoria inibiu o cancer de préstata por
inducdo de apoptose através da desestabilizacdo do DNA das células
neoplasicas, de maneira seletiva para estas células. Alega-se que este
medicamento natural, reduz os niveis de antigeno prostatico especifico, um
importante marcador metabdlico para esse tipo de cancer (HALL e
BELJANSKI, 2005). Este resultado leva algumas reflexdes: o extrato de G.
sericeum, suas fragcdes e outros alcaloides possuem atividade antitumoral em
outros tipos de cancer? Ou a atividade esta limita ao cancer de prostata? No
caso de ativo em outras linhagens tumorais, 0 mecanismo responsavel pela
atividade é a inducao de apoptose?

Poucos estudos de G. sericeum avaliaram a atividade citotoxica da
espécie e de seus alcaloides. O alcaloide geissoschizolina e seus derivados
(geissoschizolina N* - éxido e 1,2-diidrogeissoschizolina) tiveram CCso > 40
pg/mL e o alcaloide flavopereirina CCso 10,7 pg/mL, considerado muito ativo
(STEELE et al. 2002).

A citotoxicidade do extrato etandlico, frac6es obtidas a partir do extrato
etandlico, subfracbes e alcaloides indolico (F3F6FAGS) e [-carbolinico
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(flavopereirina) obtidos das cascas de G. sericeum foi avaliada em células de
leucemia THP-1 diferenciadas em macrofagos. As fragcdes obtidas por extracao
sob refluxo (fracdo hexanica, fracao diclorometano, fracdo de acetato de etila e
fracdo metandlica) foram menos citotoxicas que as fracdes obtidas por particdo
acido-base (fracdo de neutros e fracdo de alcaloides). A fracdo de alcaloides de
G. sericeum apresentou uma citotoxicidade significativa (CCso 57,59 pg/mL). A
flavopereirina (24h CCso 255 pg/mL; 48h CCsp 533 pg/mL; 72h CCso 734 pg/mL)
e o0 alcaloide inddlico F3F6FAGS (24h CCsg 232 pg/mL; 48h CCso 420 pg/mL;
72h CCsp 455 pg/mL) mostraram-se pouco toxicos para as células THP-1. O
aumento do tempo de exposicao reduziu a citotoxicidade (SILVA-SILVA, 2016).

No género Geissospermum a espécie mais estudada é a G.vellosii com
a maioria dos estudos biologicos voltados a atividade antimalarica (BERTANI et
al. 2005; BRANDAO, 2012; MUNOZ et al. 2000; SANTOS e VOLPATO, 2015;
MBEUNKUI et al. 2012), entretanto, a atividade antitumoral dessa espécie ja foi
estudada em linhagens de cancer de prostata e cancer de ovario (BEMIS et al.
2009; CHANG et al. 2014; YU e CHEN, 2014) e células de leucemia THP-1
(SILVA-SILVA, 2016).

Para avaliar a atividade antimalérica, foi realizado estudo in vivo onde o
extrato etandlico de Geissospermum vellosii na concentracdo de 22,5 mg/kg,
inibiu o crescimento do clone de Plasmodium falciparum resistente a cloroquina
(cepas W2) em 35% (BERTANI et al. 2005). Outro estudo avaliou a atividade in
vitro e este extrato mostrou-se promissor como antimalarico, tendo Clsp= 11
pg/mL (clone W2), Clsp= 3,1 pg/mL (clone F32) e Clsp= 2,0 pg/mL (clone
Indochina; BRANDAO, 2012). No estudo de Branddo (2012), O extrato
etandlico de G. vellosii foi submetido a particdo acido-base, obtendo-se fracéo
de neutros e fracdo alcaloidica. As fragcbes foram ativas em clone W2 de
Plasmodium falciparum (Clsp= 8,87 pg/mL e Clso= 2,63 pg/mL,
respectivamente).

Em estudo realizado com camundongos infectados com Plasmodium
berghei (dose 100mg/kg), o extrato etandlico de G. vellosii ndo reduziu a
parasitemia e por isso foi considerado inativo (MUNOZ et al. 2000). Quando se
utilizou doses maiores do extrato (125, 250 e 500 mg/kg de peso do animal, 3
dias de tratamento), no quinto dia ndo houve reducdo significativa na
parasitemia. No entanto, no oitavo dia, constatou-se reducdo parasitaria, com
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53%, 61% e 75%, respectivamente, considerando-se potencialmente ativos
frente ao P. berghei, ndo sendo considerada toxica (SANTOS e VOLPATO,
2015). A atividade antiplasmaddica (clone de P. falciparum sensivel a cloroquina
D10) do extrato metandlico de G. vellosii foi avaliada, sendo este muito ativo
(Clso= 2,22 pg/mL; MBEUNKUI et al. 2012).

Os estudos supracitados também visaram identificar a(s) substancia(s)
responsavel(eis) pela atividade. Foram isolados alcaloides dos extratos
(etandlico e metandlico) e este foram avaliados em clones de P. falciparum,
sendo obtidas as seguintes Clso: diidroflavopereirina (derivado de
flavopereirina; Clsp= 3,02 uM (MUNOZ et al. 2000) geissolosimina (Clso= 0,66
pg/mL), geissospermina (Clsp= 0,65 pg/mL), geissoschizolina (Clsp= 0,89
Mg/mL), geissoschizona (Clsp= 1,78 pg/mL) e vellosiminol (Clsp= 1,04 pg/mL;
MBEUNKUI et al. 2012). Os autores relacionaram a atividade antiplasmoddica
de G. vellosii aos alcaloides.

A atividade antitumoral in vivo, contra o a linhagem celular LNCaP
(cancer da prostata humano), do extrato obtido das cascas de G vellosii
enriquecido com alcaloides B-carbolinico (ndo especificados no estudo) foi
avaliada. O extrato inibiu fortemente o crescimento de células LNCaP de
maneira dose-dependente e demonstrou inducdo de apoptose (BEMIS et al.
2009). A hipétese dos autores € que extrato enriquecido com alcaloide (-
carbolinico possui efeito anticancerigeno sobre células de cancer de prostata
metastatico. O extrato inibiu o crescimento celular e induziu apoptose,
parcialmente através da inibicdo da ativagéo de fator nuclear kappa B (NF-kB;
que induz proliferacédo celular desordenada de células prostéaticas) em células
de cancer de prostata (CHANG et al. 2014).

Outro estudo realizado também avaliou cancer de préstata utilizando o
extrato obtido das cascas de G vellosii enriguecido com alcaloides -
carbolinicos (ndo especificados no estudo). In vitro, o0 extrato inibiu
significativamente o crescimento celular na linhagem LNCaP, sendo observado
inibicdo significativa do crescimento tumoral nas concentracées de 100 ou 500
pg/mL e a inibicdo ocorre dependente da concentracdo. O extrato também
induziu apoptose nessas células. O extrato foi avaliado in vivo, utilizando

camundongos nudes. Os resultados demonstraram reducao significativa do
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crescimento tumoral nas doses de 10 (80%) e 20 mg/kg (75%; BEMIS et al.
2009).

O extrato hidroalcodlico obtido de cascas de G. vellosi inibiram, de forma
tempo dependente, o crescimento de diferentes linhagens celulares de cancer
de ovario (Clso= 180-235 pg/mL). Semelhante aos estudos anteriores, parece
que a morte celular esté relacionada apoptose, sendo que o aumento do tempo
de exposicdo das células elevou a taxa de apoptose, ambos de forma
dependente da dose e do tempo (YU e CHEN, 2014).

O extrato etandlico, fracBes obtidas a partir do extrato, subfracbes e
alcaloides inddlico (F3F6FAGV) e [B-carbolinico (flavopereirina) obtido das
cascas de G. vellosii foram submetidos a avaliacdo de citotoxicidade. As
fracbes obtidas por extracdo sob refluxo (fracdo de hexanica, fracao
diclorometano, fracdo de acetato de etila e fracdo metandlica) foram mais
citotdxicas que as fracdes obtidas por particdo acido-base (fracdo de neutros e
fracdo de alcaloides) em células de hepatoma humano (HepG2). O extrato
etandlico e as fracdes obtidas por particdo acido-base, a subfracdo F6 da
fracdo de alcaloides, a flavopereirina e o alcaloide indélico foram consideradas
moderadamente citotoxicas em células THP -1 Os alcaloides ndo foram
testados em HepG2 (SILVA-SILVA, 2016). O presente estudo ira avaliar a
atividade do alcaloide indélico isolado no estudo de Silva-Silva (2016).

O estudo de Silva-Silva (2016) analisou as espécies G. sericeum e G.
vellosii. Foi observado que essas espécies possuem composi¢ao quimica muito
semelhantes. As fracOes obtidas por particdo pelo pH foram analisadas em
cromatografia de camada delgada (CCD), sendo detectada, possivelmente, a
presenca de alcaloides nas duas espécies. A fracdo de alcaloides das espécies
foram escolhidas para novo fracionamento. Das subfracdes geradas, foram
isolados os alcaloides. As subfracbes (F3F6FAGV e F4F6FAGS) obtidas a
partir da fracdo de alcaloides de G. vellosii e subfragcbes (F3FE6FAGS e
F7F6FAGS) obtidas a partir da fracdo de alcaloides de G. sericeum foram
submetidas a analise cromatografica e espectrométrica: Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplado ao Detector de Arranjos de Diodos (CLAE-DAD)
semipreparativo, Cromatografia Liquida acoplada a Espectro de Massa (LC-
MS) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Dessa maneira, foi observado
que as subfracbes F3F6FAGV e F3FAGS correspondem as mesmas
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substancias, um alcaloide inddlico ainda n&o descrito na literatura. As
subfracdes FAF6FAGV e F7F6FAGS tratam-se da mesma substancia, o
alcaloide B-carbolinico (flavopereirina), confirmando a semelhanca quimica
entre as duas espécies. Para a atividade antileishmania também houve
semelhanca na resposta das duas espécies. Todas foram consideradas ativas;
(Tabela 01; SILVA-SILVA, 2016).

Tabela 1- Atividade Antileishmania de G. sericeum e G. vellosii

Clso (Mg/mL)

Amostra G. sericeum G. vellosii
Extrato etanolico 3,92 13,59
Fracdo hexéanica 60,91 84,30
Fracdo diclorometano 3,92 5,55
Fracéo de acetato de etila 8,55 12,32
Frac&o metandlica 5,00 1,70
Fracdo de neutros 2291 34,59
Fracédo de alcaloides 4,22 6,22

Fonte: SILVA-SILVA, 2016

No nosso trabalho, a analise de G. sericeum se baseia na semelhanca
entre essas duas espécies, uma vez que a atividade antitumoral do extrato,
fracOes, subfracdes e alcaloide indélico isolado por Silva-Silva (2016) podem se
comportar de maneira semelhante a atividade antileishmania quando for
submetida a avaliacdo da atividade antitumoral de células géstricas, assim
como a espécie G. sericeum pode ter atividade antitumoral semelhante a
atividade de G. vellosii, que ja foi identificada em outros tipos de cancer, como
ovario e prostata, pois essa atividade foi associada aos alcaloides presentes
nessa espécie (BEMIS et al. 2009; CHANG et al. 2014; YU e CHEN, 2014).



49

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a citotoxicidade e a seletividade do extrato, fracoes,
subfracdes e alcaloide isolado de G. sericeum em linhagens celulares
ACP02, HepG2 e VERO

3.2 Objetivos Especificos

. Determinar a concentracdo do extrato, fragdes, subfracdes
e alcaloide isolado de G. sericeum que inibe 50% da proliferacdo da
linhagem tumoral géastrica ACP02;

. Determinar a concentracdo citotoxica 50% do extrato,
fracOes, subfracbes e alcaloide isolado de G. sericeum em linhagens
celulares HepG2 e VERO;

o Avaliar se o fracionamento interfere na atividade
antitumoral, citotoxicidade e seletividade do extrato, fracdes, subfracdes
e alcaloide isolado de G. sericeum;

o Investigar se 0 mecanismo envolvido na atividade
antitumoral de G. sericeum estd relacionado a inducdo de apoptose

celular.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 EQUIPAMENTOS

o Agitador magnético mini com aquecimento — Quimis;

o Autoclave — Phoenix;

o Balanca analitica — Bio precisa, modelo FA2104 Eletronic Balance;

o Banho-maria — Novatécnica Equipamentos para Laboratorio;

o Banho de ultrasson — Tecnal Equipamentos para laboratorio, modelo 2210
Brason;

o Céamara de contagem de Neubauer espelhada — Improved;

o Capela - Quimis;

o Centrifuga refrigerada — Cientec Equipamentos para Laboratério, modelo
CT-600R;

o Coluna cromatografica;

o Contador manual de células - DIGETIMER,;

o Deionizador — Banstead, modelo EasyPure Il

o Dessecador de vidro;

o Equipamento de Fluxo Unidirecional -COMPACT BIOLOGIC 130

o Estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) — Byosistens com
Importadora e Exportadora de Equipamentos para Laboratorio LTDA, modelo
HF212 UV;

o Leitor de Microplacas — Molecular Devices, Synergy HT

o Estufa — Medicate Produtos Médicos, modelo Md 12;

o Evaporador rotatério, Fisatom;

o Incubadora CO,—- Thermo scientific — modelo Series 8000WJ;

o Micropipetas, volume ajustavel de 10-100uL e de 100-1000uL — Paguepet;
o Microscopio Optico Eclipse, modelo E200-NIKON;

o Microscépio Optico Invertido Microscopio invertido — NIKON ECLIPSE TS
100

o Microscopio de Fluorescéncia OLYMPUS BX 41- FL- llI
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o Microscépio EVOS XL CORE

o Phmetro de bancada — Quimis Q400RS;

o Sistema de Filtragdo a vacuo 250mL, membrana 0,22um — TPP -
Switzerland.

o Cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE-DAD), modalidade analitica,
equipado com injetor automatico, mod. 2695; detector de arranjos de diodos
(DAD) - Waters®.

4.1.2 MATERIAL DE CONSUMO

4.1.2.1 Solventes e reagentes

o  Acetato de etila, Acido acético, Acido cloridrico, Acido férmico, Acido
fosférico, Acido sulfarico, Cloroférmio, Diclorometano, Eter etilico,
Hidréxido de amonio, Metanol (Isofar®);

o  Acetonitrila grau CLAE, Metanol grau CLAE (Tedia Company®);

o  Agua deionizada (Sistema Milli-Qplus);

o  Alcool grau 96° (Alcool Etilico hidratado) — Santa Cruz LTDA

o  Cloroférmio-D4 deuterado (Merck®);

o Dimetil-sulféxido (DMSO) — Sigma Aldrich.

4.1.2.2 Material para meio de cultura e outros

o Bicarbonato de sédio - Sigma Aldrich;
o Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium (MTT, 500 mg)
- Sigma-Aldrich

o Corante Azul de Tripan solugéo (0,4% P/ V 100mL) — Sigma Aldrich;

o Estreptomicina — Sigma Aldrich;
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o Meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) com glutamina
e 25 MM HEPES, isento de bicarbonato de sédio - Sigma-Aldrich;

o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) -2,5-difeniltetrazolium 500mg —
Sigma Aldrich;

o Penicilina G — Sigma Aldrich;

o Solucdo tampédo HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic
acid) — Sigma Aldrich;

o Solucédo tampéo fosfato-salino PBS (phosphate buffered saline)

o Soro fetal bovino— Gibco;

o Tripsina — Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA; 1X) — Gibco.

4.1.2.3 Fases estacionarias

o Coluna de fase reversa RP 18 (5 uyM) 12,5 cm LiChrocart 125-4 (Meck
Milliporee);

o Silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm) para coluna cromatografica (Merck);

o Silica gel 60 para cromatografia de camada delgada Flash (Merck);

o Sephadex LH-20;

4.1.2.4 Material plastico, de metal e de vidro

o Cubeta de quartzo;

o Garrafas de cultura de células 75cm?— TPP — Switzerland;
o Garrafas de cultura de células 25cm? — SPL Life Sciences;
o Placas de cultura de células de 96 pocos — TPP.

4.1.2.5 Vidrarias
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o Baldo volumétrico de 250mL, 500mL, 1000mL — Laborquimi;
o Bastéo de vidro;

o Becker de 600mL, 1000mL — Satelit;

o Erlenmeyes de 250, 2000mL — Vidrolabor;

o Funil de separacéo de 1000mL — Schott Duran;

o Pipetas de vidro graduadas de 1mL, 5mL, 10mL, - Vidrolar;
o Pipeta Pasteur descartavel,

o Proveta de 50mL, 200mL, 500mL e 1000mL — Vidrolex;

4.1.4.6 Preparo do Meio de Cultivo

Para o preparo do meio de cultura RPMI-1640 - Roswell Park Memorial

Institute médium (Sigma), foram utilizados:

RPMI 10 g
NaHCO; 29
Penicilina (1,650 U/mg) 0,06g=99 U
Estreptomicina 0,19

H,O deionizada 1000 mL
Tampao HEPES 5,98 g

O meio foi preparado com a mistura destes compostos em constante
agitacdo em agitador magneético. Foi ajustado o pH deste meio para a faixa de
7,2 a 7,4. Depois foi filtrado em membrana de 0,22um, em condi¢des estéreis e
acondicionados em frascos estéreis a 4°C. O meio foi suplementado com 10%
de soro fetal bovino. O meio foi considerado completo apds a adicdo de soro

fetal bovino.
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4.1.3 OUTRAS SOLUCOES

4.1.3.1 Preparo da solugao tampéo fosfato-salino PBS (10X; phosphate
buffered saline)

Os componentes foram misturados e apés total dissolucdo dos sais, a
solucao foi filtrada em membrana estéril de 0,22um. A solucao foi armazenada
a 4°C.

Cloreto de sodio 849
Fostato de sédio monohidrogenado heptahidratado 21,07 g

Fostato monopotassico 60

H>O deionizada 1000 mL

4.1.3.2 Preparo da solucao de tripsina

Tripsina 0,125¢g

EDTA 0,02 g

Estes componentes foram misturados em 100 mL de solugdo salina
PBS. Apos solubilizar os componentes, foi verificado o pH (faixa de 7 - 7,4). A
solugao foi filtrada em membrana de 0,22um, em condigdes estéreis e

armazenada a 4°C.
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4.1.4 MATERIAL BIOLOGICO

4.1.4.1 Modelo experimental

Para os testes citotoxicos foram utilizadas: linhagem tumoral de
Adenocarcinoma Gastrico Primario (ACPO02; figura 8 — A ), linhagem celular
permanente de células oriundas de Rim de Macaco verde africano
Cercopithecus aethiops (VERO; figura 8 — B ). Estas células foram cedidas pelo
Laboratério de Citogenética Humana (LCH) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Pard - UFPA; outra linhagem celular utilizada em
Nnossos ensaios a de Hepatocarcinoma Humano (HepG2; figura 8 — C), a qual
foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Para o ensaio de
apoptose foi utilizada linhagem tumoral ACP02.
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Figura 8 - Linhagens celulares usadas nos ensaios.

Legenda: A-

linhagem VERO; C- linhagem HepG2

B-

linhagem ACPO02;
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4.1.4.2 Cultivo e manutencao das linhagens celulares

As células foram cultivadas em garrafas, em meio RPMI-1640 completo
(item 4.1.4.6) e mantidas em estufa de gas CO, a 37°C em atmosfera imida a
5% de CO,. Para o desenvolvimento dos experimentos, as células foram soltas
das garrafas de cultivo através da exposicao a tripsina por 3 minutos, coletadas
em tubos de 15mL, centrifugadas a 1500 — 2000 rota¢des por minuto (rpm) por
5 minutos, ressuspensas em meio RPMI-1640, quantificadas em Camara de
Neubauer e semeadas em placas ou garrafas, conforme a necessidade do
protocolo experimental realizado. As células foram expostas as amostras testes

e realizados os procedimentos experimentais.

4.1.5 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As cascas de Geissospermum sericeum Miers foram coletadas no dia
26/04/2013, periodo da manhd&, na regido de Volta Grande do Xingu, em Belo
Monte, Terra do meio, serra do Pardo, municipio de Altamira, Estado do Para,
sendo identificadas pela Dra. Marlia Regina Coelho Ferreira. Uma exsicata foi

depositada no Museu Paraense Emilio Goeldi (Jodo Murca Pires).

~ ?"‘ ‘{ . ’:A
Figura 9 — Fotografias de folhas e tronco de G. sericeum
Fonte: Rafaela Cabral dos Santos Trindade- Arquivo Pessoal
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4.2 Métodos

4.2.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL, OBTENCAO DO
EXTRATO E ALCALOIDE

O processamento do material vegetal, obtengcdo do extrato, isolamento,
identificacdo e caracterizacdo do alcaloide, foram realizados por Silva-Silva
(2016) e mais detalhes podem ser consultados em seu trabalho. Assim, sera
exposto de maneira breve, apenas para o entendimento de como foram obtidas
as amostras para o desenvolvimento do presente trabalho. As cascas dos
troncos de G. sericeum foram lavadas em agua corrente para retirada de
impurezas e, posteriormente, secas em estufa com ventilacdo a ar forcado por
7 dias. Em seguida, triturou-se o material em moinho de facas, obtendo-se o p6
das cascas do qual foi preparado o extrato etandlico. Este extrato foi preparado
por maceracao exaustiva (8 vezes, volume final de 16L). A solucao extrativa foi
recolhida a cada 24h. Essa solucao foi concentrada até residuo em evaporador
rotativo (T=50° C).

Para o fracionamento do extrato (EEGS) utilizou-se as seguintes
metodologias: re- extracdo sob refluxo (VALE et al. 2015), particdo acido: base
e coluna cromatogréfica aberta. No método de re-extracao sob refluxo, o EEGS
foi submetido a um sistema de refluxo e solventes de polaridades crescentes
(hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol). O extrato etandlico (5g) foi
colocado em baldo de fundo redondo, acrescentado o solvente (100 mL) e
aquecendo-o (40°C) sob refluxo por 20 minutos. O procedimento foi repetido

por 3 vezes em cada solvente (VALE et al. 2015; Figura 10).
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EE (59)

Re-extrago sob refluxo durante 20 min. com Hex por 3 vezes, seguido de filtragéo

Residuo

Re-extracdo sob refluxo durante 20 min. com Dcl por 3 vezes, seguidode filtracédo

FrHex

Residuo

Re-extracéo sob refluxo durante 20 min. com ACoET por 3 vezes, seguido de filtragédo

FrDcm

Residuo

Re-extragdo sob refluxo durante 20 min. com MeOH
por 3 vezes, seguido de filtracédo

FrMeOH

Figura 10 - Fracionamento sob refluxo do extrato etandlico de cascas de G. sericeum.

Legenda: EE-extrato etandlico; FrHex — fragdo hexénica do extrato etandlico; FrDCM — fragéo
diclorometéanica do extrato etandlico; FrACoET — fragdo acetato de etila do extrato
etandlico; FrMeOH — fragdo metandlica do extrato etandlico.

Fonte: SILVA-SILVA, 2016.

FrACoET

As fracOes obtidas da re- extracao sob refluxo foram: FrHexGS (fracéao
de hexanos de G. sericeum), FrDCMGS (fracdo diclorometano de G. sericeum),
FrAcCOETGS (fracdo acetato de etila de G. sericeum) e FrMeOHGS (fracdo
metandlica de G. sericeum). A segunda estratégia de fracionamento utilizada
foi a particdo &cido: base. O EEGS foi solubilizado em &lcool etilico (10mL),
entdo foi adicionado a solucdo de &cido cloridrico (HCI; 3%v/v) até pH 3,0.
Adicionou-se diclorometano (cerca de 250mL x 3), entdo recolheu-se a fracao
diclorometano (Fracdo de Neutros; FNGS). Na solucdo aquosa &acida foi
adicionado hidréxido de amdnio até pH 9. Depois, adicionou-se diclorometano
(250mL x 3), em seguida coletou a fracdo diclorometano (Fracdo Alcaloidica;
FAGS: Figura 11; SILVA-SILVA, 2016).
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Extrato Etandlico

HCL 3%

DICLOROMETANO
v
L k
Fragdo neutra Fragdo aquosa acida
NH,OH
pH=9
DICLOROMETAHO
Y
F F
Fracdo alcaloidica Fracdo aquosa

alcalina

Figura 11- Particdo acido: base do extrato etandlico de G. sericeum.
Fonte: SILVA-SILVA, 2006.

A FAGS foi submetida ao fracionamento em coluna cromatogréfica
aberta (dimensdes: 30 cm de altura por 1,5 cm de diametro), utilizando como
fase estacionaria Sephadex LH-20 e fase mével o metanol, sendo obtida a
subfracdo 6 da FAGS (F6FAGS).

O EEGS e as fracoes (FAGS e FNGS) e subfracdo F6FAGS, foram
analisadas em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um
Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD).

A partir da andlise em CCD e CLAE-DAD, a subfracdo F6FAGS foi
selecionada para fracionamento em CLAE-DAD semipreparativa, onde 100mg
da amostra foi solubilizada em metanol grau CLAE (2 mL) sob sonicagdo. Em
seguida, 500 pL do diluido foram injetados, aplicados sucessivamente até a
utiizacdo de 100mL. Para realizagdo das analises em CLAE-DAD
semipreparativa, utilizou-se coluna SunFire™ em temperatura de eluicdo de
16-19 °C, tempo de eluicdo de 10 min. Foi coletada a subfracdes isolada
F6FAGS (F3F6FAGS) e sua analise trabalho foi realizada acompanhando a

faixa de comprimento de onda de 325nm, registrando-se cromatogramas nos
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comprimentos de onda de 212, 254, 340 e 420 nm. A eluicao foi realizada em
sistema isocratico de agua e acetonitrila.

Em seguida, a caracterizacdo da subfracdo F3F6FAGS em alcaloide
inddlico foi realizada por analise em espectrometria de Massa e RMN. Para
identificacdo da substancia isolada foi utilizado método espectroscopico de
Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio e Carbono 13 (RMN *H e C*),
1D e 2D. No caso do H RMN, a andlise foi feita a 25 °C, utilizando-se o
tetrametilsilano, como referéncia interna. Foi utilizado o metanol deuterado para

solubilizar as amostras.

4.2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

4.2.2.1 Ensaio de viabilidade celular (método MTT)

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por MOSSMAN et al. (1983). Utilizando-se placas de 96
pocos, foram semeadas células VERO (8x10° células/mL meio RPMI-1640);
ACP02 (8x10° células/mL meio RPMI -1640) e HepG2 (1x10* células/mL meio
RPMI-1640). As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera imida com 5%
de COa,.

Depois de 24h de incubacdo as células foram expostas ao tratamento
em triplicata com sete concentracdes decrescentes (500ug/mL; 250ug/mL;
125ug/mL; 62,5ug/mL; 31,25ug/mL; e 15,625 pg/mL e 7,812ug/mL) das
amostras em teste: EEGS, FNGS, FAGS, FrHexGS, FrDCMGS, FrAcOETGS,
FrMeOHGS e F3F6FAGS. Também foi realizada uma triplicata para controle
negativo, contendo apenas meio a 10% SFB. As placas foram novamente
incubadas a 37 °C, em atmosfera umida com 5% de CO,. Apdés 24h de
tratamento foi adicionado 10pL da solugédo brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazélio] (MTT, 5mg/mL; Figura 12) para 100 uL de meio contido
nos pocos. As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera imida com 5% de

CO, durante 4 horas. Foi entdo desprezado o sobrenadante e adicionado
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100uL de DMSO (dimetilsulfoxido) a todos os pocgos para dissolver os cristais
de formazana. As placas foram homogeneizadas para a completa dissolucéo
dos cristais. Apds aproximadamente lhora, as absorbancias dos pogos foram
quantificadas em leitor espectrofotbmetro de microplacas, utilizando um

comprimento de onda de referéncia de 570nm.

Dehidrogenases Q
mitocondriais
NEN,O N-N
o4 Lo
o N O 1o

MTT CH; Al

Figura 12- Reduc¢édo do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio; MTT] por
enzimas mitocondriais.
Fonte: GOMES, 2008.

Os valores de CCsy (concentracdo citotdéxica 50%) foram calculados
utilizando-se curvas de dose-resposta a partir de trés experimentos
independentes. Para o célculo da viabilidade celular, foi realizada a equacéo 1
(GALUCIO, 2014):

. , Abszsorbincia das células
U células vivas = — - x 100 1)
Absorbancia das celulas sem tratamento

Ou seja, para o célculo das células mortas foi utilizada a equacéo 2:

. Absor.das cels.sem tratamento - absor.Das cels Tratadas
09 células mortas = x 100 )

Absor.das céls.sem tratamento
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Para a avaliacdo da atividade antitumoral foram utilizados os valores de
Clso (concentracdo inibitéria 50% - concentragdo que inibe o crescimento
celular em 50%) e para avaliar a citotoxicidade de células ndo-tumorais foram
usados os valores CCsp (concentracao citotoxica 50%- concentragdo que mata
50% das células). Esses valores foram calculados utilizando-se curvas de
dose-resposta a partir de trés experimentos independentes para cada amostra.

A Clso foi determinada por regresséo linear (programa GraphPad Prism
versao 6.0) e expressa em ativo, moderadamente ativo e inativo (SARMENTO,
2016).

Quadro 1- Interpretacdo dos resultados baseado na faixa do Cls.

Clso pg/mL Resultados
Menor ou igual a 100 Ativo
Entre 101-200 Moderadamente ativo
Acima de 200 Inativo

Fonte: FIGUEIREDO (2009) adaptado por SARMENTO, 2016.

A CCs foi determinada por regressao linear (programa GraphPad Prism
versao 6.0) e classificada em citotbxico, moderadamente citotoxico e nao
citotoxico (Quadro 2; SILVA-SILVA, 2016).

Quadro 2 - Interpretacdo dos resultados de citotoxicidade

CCsg pg/mL Resultados
Menor ou igual a 100 Citotoxico
Entre 101-500 Moderadamente citotéxico
Acima de 500 Nao citotdxico

Fonte: SILVA-SILVA, 2016.

4.2.2.1.1 indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto

entre uma linhagem neoplésica e uma normal, indicando o potencial uso deste
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composto em testes clinicos (BOGO, 2012). A seletividade do extrato, fracdes
e alcaloide indolico de G.sericeum foi realizada de acordo com Suffines e
Pezzuto (1991). O IS do extrato, fragOes e substancia isolada foram obtidos a
partir da razdo entre os valores da CCsy das células ndo tumorais e Clso das

células tumorais expresso na equacao 3:

3)

Foi considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 para
indicar se a amostra € duas vezes mais ativa em células tumorais do que

células normais.

4.2.3 QUANTIFICACAO DE PADRAO DE MORTE CELULAR UTILIZANDO
CORANTES FLUORESCENTES

Este ensaio foi realizado apenas para a linhagem celular ACP02. As
amostras usadas foram F3F6FAGS e FAGS, pois obtiveram os melhores
resultados de atividade antitumoral e seletividade. Para a avaliacdo das células
apoptéticas de forma diferencial em relacdo as normais e necroticas, trés
corantes fluorescentes foram empregados: o Hoechst 33342 (HO) que liga-se
ao DNA corando-o em azul, o lodeto de Propideo (Pl) que tem por finalidade
determinar as células que perderam a integridade da membrana, uma
indicagdo de apoptose ou necrose corando-as em vermelho e o corante
Fluoresceina Diacetato (DAF) que cora em verde o citoplasma das células
viaveis e em estagio de apoptose. O ensaio foi baseado no protocolo
experimental do LCH.

Inicialmente foi realizado um teste para determinar a concentragdo de
células necessarias para o ensaio. Dessa maneira foram cultivadas 0,25x10°

células em garrafas de cultura de 25cm? e posteriormente incubadas por 24
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horas em estufa a 5% de CO, e 37°C. Apo6s 24 horas de incubacéo, realizou-se
o tratamento em trés diferentes concentragdes para as duas amostras. Para a
FAGS as concentracdes foram.4,5 pg/mL, 9 pg/mL e 18 pg/mL. Para a
F3F6FAGS as concentracdes foram 3ug/mL, 6 pg/mL e 12 pg/mL. Para o
controle positivo foi utilizada a doxorrubicina a 1 pM. Uma garrafa sem
tratamento, apenas com células (0,25x10°%) e meio de cultivo foi utilizada para
controle negativo. As garrafas foram novamente incubadas por 24 horas (e 48
horas em diferente ensaio) em estufa a 5% de CO, a 37° C. Apss 24 ou 48
horas foi realizada a colheita do material. O meio de cada garrafa foi transferido
para tubo cbnico de 15mL para coletar as células que se desprenderam da
garrafa e posteriormente foi feita a lavagem das garrafas com 3mL PBS (1x).
Esse procedimento foi repetido para retirar os resquicios de SFB, sendo essas
solucdes transferidas para os tubos. Em seguida as células foram soltas das
garrafas com 3mL de tripsina, com posterior inativacdo (PBS + meio contidos
no tubo codnico) e todo o conteudo foi transferido para o tubo cbnico para
centrifugacdo a 1500rpm por 5min. O sobrenadante foi desprezado deixando-
se apenas uma pequena quantidade para ressuspender as células. Um mix de
corantes foi preparado com volume final de 100 pl (25 pl de PI; 50 yl de DAF;
10 ul de HO e 15 pl de PBS), cujas concentragdes utilizadas foram de 5 ug/ml
para Pl, 15 ug/ml para DAF e 2 ug/ml para HO. Entdo, 100 pl da suspensao
celular foi misturada a 2 pl do mix de corantes e a mistura foi colocada em
banho-maria a 37°C durante 5 minutos. Na sequéncia, em uma lamina foram
adicionados 15 pl da suspensao celular de cada amostra e coberta com
laminula. As células foram analisadas em microscopio de fluorescéncia
OLYMPUS BX41, contendo trés filtros (DAPI/FITC/TRITC) quantificando-se
300 células por grupo. As células foram avaliadas de acordo com a coloracéo e
morfologia em:

Células viaveis: citoplasma verde e nucleo azul intacto

Células apoptoticas: nucleo azul condensado e fragmentado, nucleo vermelho
condensado e fragmentado, sem diferenciacdo entre apoptose precoce e

tardia;

Células necroéticas: nucleo intacto vermelho.
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Para determinacéo da viabilidade utilizou-se a seguinte equacao (4):

Células viaveis = 100

Yoviaveis= (4)

Total de células contadas

4.3 Anélise Estatistica

Para a comparacdo dos varios parametros, os resultados foram
submetidos ao teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo Teste
Tukey do programa Bioestat 5.0 (AYRES et al, 2007). Em todas as andlises o
nivel de significancia foi de p<0,01 e p<0,05. A concentracdo citotéxica de 50%
(CCsp) e a concentracao inibitéria de 50% (Clso) foram calculadas através do
programa GrapPad Prism 6.0
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Figura 13- Sintese do processo de obtencdo de amostras e esquema dos ensaios biologicos.

Legenda: EEGS: extrato etandlico; FNGS: Fragcdo de neutros; FAGS: Fracdo alcaloidica; FrHexGS: Fragdo Hexanica,;
FrDCMGS: Fracao Diclorometanica; FTAcCOETGS: Fracao Acetato de Etila; FrMeOHGS: Fracao Metandlica; FEFA:
Subfracdo 6 da Fragdo Alcaloidica; F3F6FAGS: alcaldide inddlico; CCD: Cromatografia em Camada Delgada;
CLAE-DAD: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Detector de Arranjo de Diodos; RMN-
Ressonancia Magnética Nuclear; ACP02: linhagem celular de adenocarcinoma gastrico priméario paraense: VERO:
linhagem celular normal de rim de macaco verde africano; HepG2: linhagem celular de hepatoma humano.

\
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo Fitoquimico

O extrato etandlico obtido das cascas de G. sericeum foi submetido a
particdo acido: base, sendo obtidas duas fracbes: FNGS e FAGS; Figura 9).
Estudos em CCD destas amostras revelaram que o processo extrativo nao foi
eficiente para a separacdo de alcaloides, pois ambas amostras revelaram
positivo para alcaloides (Ultravioleta e Dragendorff; Tabela 2). Do género
Geissospermum ja foram isolados alcaloides inddlicos, B-carbolinicos e
bisinddlicos. Os alcaloides bisinddlicos podem sofrer alteracbes na sua
estrutura através de particdo acido: base (RAPPAPORT et al. 1957), isto é,
uma clivagem é&cida originando 2 alcaloides.

Em virtude disso, o extrato foi submetido a outra forma de
fracionamento, a re-extracao sob refluxo. As fracbes FrDCMGS e FrMeOHGS
revelaram-se positivas em ultravioleta e reagente de Dragendorff. Enquanto
que, as fragcdes FrHexGS e FrAcOETGS né&o revelaram positivas, sugerindo
gue ndo contenham os alcaloides (SILVA-SILVA, 2016; Tabela 2).

Os alcaloides na forma livre possuem menor polaridade, sendo soluvel
em solventes organicos de média polaridade, como, por exemplo, cloroférmio e
diclorometano. Enquanto que, alcaloides na forma combinada (sal) apresentam
elevada polaridade e por isso se solubilizam em metanol (SIMOES e
SCHENKEL, 2004; Tabela 2).
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Tabela 2- Estudos em cromatografia em camada delgada de G. sericeum

Amostra Ultravioleta Reagente Dragendorf Sugestivo
EEGS + + Alcaloides
FNGS + + Alcaloides
FAGS + + Alcaloides

FrHexGS - - Sem alcaloides

FrDCMGS + + Alcaloides
FrACOETGS - - Sem alcaloides
FrMeOHGS + + Alcaloides

Legenda: EEGS - Extrato Etandlico; FNGS — Fracdo de Neutros; FAGS — Fragédo Alcaloidica -
FrHexGS — Fracdo Hexanica; FrDCMGS - Fracao Diclorometano; FrACOETGS —
Fracao Acetato de Etila; FrMeOHGS — Fracdo Metandlica.

Fonte: SILVA-SILVA, 2016.

5.2 Avaliacdo da Atividade Antitumoral em linhagem de cancer géstrico
(ACP02)

Este trabalho segue a premissa de que a atividade antitumoral esta
relacionada aos alcaloides: inddlico, B — carbolinico e bisindélico. Também,
esperava-se que o fracionamento contribuisse para a atividade antitumoral. e
acreditava-se que a FrMeOHGS possuia menor potencial antitumoral que a
FAGS e a FrDCMGSas, devido a maior polaridade dos alcaloides na forma
combinada, presentes na FrMeOHGS.

O EEGS se mostrou moderadamente promissor para a atividade
antitumoral (adenocarcinoma gastrico; Tabela 3), no entanto a FAGS mostrou-
se muito promissora, reforcando a hipotese de que os alcaloides sao
promissores como antitumorais. A FNGS, que provavelmente deve possuir
menor teor de alcaloides, apresentou atividade antitumoral similar ao EEGS
(Tabela 3). O alcaloide inddlico F3F6FAGS teve sua atividade préxima a
atividade da FAGS (Tabela 3; Figura 14; Figura 15;Figura 16). Este resultado
sugere que, o alcaloide inddlico seja responsavel pela atividade antitumoral,
uma vez esse alcaloide foi isolado a partir da fragao rica em alcaloides — FAGS
(Figura 13).
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Tabela 3- Atividade antitumoral de G. sericeum em linhagem de cancer gastrico

Amostra Clsg + DP (ug/mL) Classificacdo
EEGS 131,55+ 0,49 Moderadamente ativo
FNGS 114,45 + 0,21 Moderadamente ativa
FAGS 18,29 £ 0,02 Ativa
F3F6FAGS 12,06 £0,04 Ativa
FrHexGS 77,63 +0,21 Ativa
FrDCMGS 78.265 + 0.03 Ativa
FrAcCOETGS 108,6 £ 0,28 Moderadamente ativa
FrMeOHGS 128,4 £ 0,56 Moderadamente ativa

Legenda: Clsp< 100ug/mL- ativo; Clsy entre 100 a 200ug/mL- moderadamente ativo; Clsg>
200ug/mL- inativo (FIGUEIREDO, 2009. Adaptado por SARMENTO, 2016); EEGS -
Extrato Etandlico; FNGS - Fracdo de Neutros; FAGS - Fracdo Alcaloidica;
F3F6FAGS - alcaloide inddlico; FrHexGS — Fracdo Hexanica; FrDCMGS — Fracao
Diclorometano; FrACOETGS - Fracdo Acetato de Etila; FrMeOHGS - Fracgéo

Metanodlica.
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Figura 14 -Grafico de viabilidade celular pelo método MTT em linhagem tumoral ACP02 apos
24 horas de exposicao a FAGS e F3F6FAGS em linhagem ACPO02.
Legenda: FAGS - fracao alcaloidica; F3F6FAGS — alcaloide indélico.
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Controle Negativo

125pg/mL

62,5pg/mL

FrHexGs

EEGs FNGs FAGs
Figura 15- Visualizagdo macroscopica do resultado do teste de viabilidade celular pelo método
MTT em linhagem tumoral ACP02 apés 24 horas de exposicdo a amostras de G.

sericeum em linhagem ACPO02.
Legenda: EEGS — extrato etandlico; FNGS — fracdo de neutros; FAGS - fracédo alcaloidica;

FrHEXGS - fracdo hexéanica

Controle Negativo

F3F6FAGs
Figura 16 - Visualizagdo macroscdpica do resultado do teste de viabilidade celular pelo método
MTT em linhagem tumoral ACP02 apds 24 horas de exposi¢édo ao alcaloide indélico

isolado de G. sericeum
Legenda: F3F6FAGS — alcaloide inddlico.
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Outro estudo avaliou a citotoxicidade da flavopereirina e do alcaloide
indélico F3F6FAGS em linhagem THP1 modificado em macrofago. Foi
observado maior citotoxicidade dos alcaloides apos 24h de tratamento e menor
citotoxicidade no tempo de 72h de exposicédo. Neste estudo observou —se que
a flavopereirina apresentou menor citotoxicidade que o alcaloide inddlico
(SILVA-SILVA, 2016; Tabela 4), isto reforca a hipétese que, talvez, o alcaloide

inddlico seja mais promissor.

Tabela 4 — Citotoxicidade de alcaloides de G. sericeum em linhagem THP-1

Alcaloides Clso £ DP (ug/mL)
24h 48h 72h
F3F6FAGS 232,000 + 0,690 420,600 + 0,780 455,900 + 0,289
Flavopereirina 225,500 + 0,904 533,300 +0,153 734,000 + 0,860

Legenda — F3F6FAGS: alcaloide inddlico: Clsy: concentracdo inibitoria
Fonte: SILVA-SILVA, 2016

O extrato etandlico também foi submetido ao fracionamento sob refluxo
(SILVA-SILVA, 2016) e as fracdes geradas foram submetidas a avaliacdo da
atividade contra o tumor de células gastricas (ACP02), sendo as fracdes de
menor polaridade (FrHexGS e FrDCMGS; Tabela 3) mais promissoras que as
fracbes de maior polaridade (FrACOETGS e FrMeOHGS; Tabela 3).
Inicialmente, acreditava-se que a fracdo diclorometano poderia conter
alcaloides bisinddlicos e estes poderiam apresentar atividade similar ou
superior ao alcaloide indélico.

Os alcaloides bisindolicos, vimblastina e vincristina, interferem na mitose
na fase de metafase ao se ligarem a tubulina, portanto, impedem a formacéao
do fuso mitotico (KALIDASS et al. 2010), apresentando, dessa forma, acéo
citotoxica (CREASEY, 1979; KALIDASS et al. 2010). Infelizmente, nédo foi
possivel realizar estudos fitoquimicos nesta fragdo, ndo sendo possivel
comprovar/negar esta hipétese. De fato, a fracdo diclorometano apresentou
menor atividade antitumoral que a fracdo de alcaloides (contém alcaloides
inddlico e B- carbolinico).

A FrHexGS, que provavelmente n&o possui alcaloides (Tabela 1)
mostrou-se ativa contra as células tumorais gastricas (Tabela 3). Esta fracdo

deve possuir constituintes de baixa polaridade, como, por exemplo, 0s
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esteroides. Li e colaboradores (2010) demonstraram que esteroides foram
ativos no tumor gastrico (MGC-803).

A FrDCMGS mostrou-se ativa para o cancer gastrico, entretanto, esta
atividade foi menos pronunciada que a FAGS (Tabela 3). Estes resultados
sugerem que, provavelmente estas fracbes possuam teores diferentes de
alcaloides ou possuam alcaloides diferentes. Infelizmente, nenhum estudo
fitoquimico comparando estas duas fracGes foi realizado até o0 momento, como,
por exemplo, CLAE-DAD ou LC-MS.

A FrMeOHGs, que se revelou positiva para alcaloides, ndo apresentou
atividade antitumoral. Alcaloides de maior polaridade n&do atravessam
livremente a membrana celular, por isso, ndo podem se ligar ao seu alvo de
acao (topoisomerase I, tubulina, etc.). O comportamento dessa fracdo pode
estar relacionado a essa caracteristica quimica.

Quando se analisa os resultados obtidos no presente trabalho, observa-
se que a fracdo mais promissora foi a FAGS (Tabela 2), logo somente esta foi
submetida a novos fracionamentos (SILVA-SILVA, 2016) visando o isolamento
do marcador responsavel por esta atividade. Desta fracdo foi isolado o
alcaloide inddlico (F3F6FAGS), que foi ativo (Clsp 12,06 ug/mL) com atividade
semelhante a FAGS (Clsg 18,29ug/mL), entretanto, com menor Clsp que essa

fracdo (Tabela 3).

5.3 Avaliacéo da citotoxicidade em linhagens de células renal (VERO) e
hepatica (HepG2) e seletividade para atividade antitumoral

Os farmacos utilizados na quimioterapia do cancer em geral sdo pouco
seletivos, pois séo toxicos para as células tumorais e para células normais.
Ap0s uma sessdao de quimioterapia, 0 paciente apresenta alteracdes
hematologicas, mais tardiamente observam-se efeitos toOxicos renais,
hepaticos, cardiacos, sistema nervoso entre outros (FERREIRA et al. 2014).

Sabe-se que ha dificuldade na adesdo do tratamento do cancer em
decorréncia dos efeitos adversos, que podem ser atribuidos a toxicidade dos

medicamentos (GUERRA, 2005), levando a repulsa do paciente ao tratamento.
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Nesse sentido, € importante a busca por substancias que atuem seletivamente
em células tumorais. Um parametro para avaliar se h4 diferenca na nocividade
entre linhagens de células normais e células tumorais € o indice de seletividade
(IS) indicando o potencial uso deste composto em futuros testes clinicos.
Nesse estudo, foi considerado significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0
(SUFFNESS e PEZZUTO, 1991), ou seja, este valor significa que o composto é
duas vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas do que em células
normais.

Muitas vezes, o fracionamento do extrato etandlico obtido de plantas
contribui para o aumento da atividade biologica (GALUCIO, 2014), porém a
citotoxicidade para células renais, hepaticas e hematoldgicas pode aumentar e
pode reduzir o indice de seletividade (GALUCIO, 2014; VANDRESSEN et al,
2017.). Mediante o exposto, avaliou-se a citotoxicidade das amostras sobre
células VERO e HepG2.

Em contraste com outras linhas celulares, as células HepG2 possuem a
capacidade de manter a atividade de enzimas de fase | e fase Il, as quais
desempenham um papel essencial na ativacdo de detoxificacdo de agentes
pro- mutagenos e pro- carcinébgenos (KNASMULLER et al. 1998). Esta
linhagem mantém muitas das funcfes especializadas normalmente perdidas
pelos hepatdcitos primarios em cultura, tais como a secrecdo de proteinas
principais do plasma (MERSCH-SUNDERMANN et al. 2004),
consequentemente pode-se avaliar a citotoxicidade de substancias e seus
metabdlitos. Logo, a escolha deste hepatoma se fundamentou na seguinte
premissa: muitas vezes a toxicidade ndo esta relacionada ao farmaco, mais sim
ao seu metabolito (PEREIRA, 2007), logo é importante avaliar a toxicidade do
farmaco e seu(s) metabdlito(s).

Linhagens celulares renais sédo descritas como ferramentas importantes
para o0 estudo de produtos terapéuticos que induzem nefrotoxicidade
(PFALLER e GSTRAUNTHALER, 1998; PRICE et al. 2004; LINCOPAN et al.
2005). Quando o objetivo € obter novo farmaco antitumoral, o ideal, € avaliar o
candidato em um painel de diferentes linhagens tumorais e normais
(SPIELMANN et al. 1999; CRUZ et al. 2004), pois as diferentes linhagens
podem apresentar perfis diferentes de sensibilidade (MIRANDA, 1992;
MATUO,2011; ATCC, 2017). As células VERO sé&o células normais de rins,
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orgéo responsavel pela excrecdo da maioria dos farmacos e metabdlitos, logo
avaliar o potencial citotoxico para células renais é muito importante.

De modo geral, a célula VERO foi mais sensivel aos efeitos deletérios do
EEGS, fracbes e alcaloide, do que as células hepaticas. O EEGS apresentou
toxicidade moderada para célula VERO e néo foi toxico para a célula HepG2
(Tabela 5). O mecanismo exato desta seletividade de toxicidade para células

renais nao foi investigado no presente estudo.

Tabela 5- Avaliacéo da citotoxicidade de G. sericeum
CCso + DP (ug/mL)
VERO HepG2

EEGS 113,65+ 0,35 472,55+ 0,63 VERO: moderada
citotoxicidade
HepG2: néo citotdxico
FNGS 130,1+ 0,42 259,3 + 0,42 VERO: moderada
citotoxicidade
HepG2: ndo citotdxico
FAGS 173,3+0,32 299,45 + 0,35 VERO: moderada
citotoxicidade
HepG2: ndo citotdxico

Amostra Classificacao

F3F6FAGS 476 +0,54 503,5 + 0,28 VERO: néo citotdxico
HepG2:néo citotdxico

FrHexGS 9,856 *+ 0,06 375,15+ 0,77 VERO: Citotoxico
HepG2: néo citotdxico

FrDCMGS 10,48 £ 0,64 155,8 £ 0,28 VERO: citotoxico

HepG2: moderada
citotoxicidade

FrAcOETGS 16,84 + 0,53 252,05+ 0,21 VERQO: citotdxico
HepG2: ndo citotdxico
FrMeOHGS 6,815 +0,77 247,3+0,42 VERQO: citotdxico

HepG2:ndo citotdxico
Legenda: CCso< 100pg/mL- citotoxico; CCs, entre 100 a 200ug/mL — moderada
citotoxicidade; CCso> 200ug/mL — nédo citotoxico (FIGUEIREDO, 2009 adaptado por
SARMENTO, 2016); EEGS - Extrato Etandlico; FNGS — Fragdo de Neutros; FAGS —
Fracdo Alcaloidica; F3F6FAGS — alcaloide indélico; FrHexGS — Fracdo Hexanica;
FrDCMGS - Fracdo Diclorometano; FrAcCOETGS - Fracdo Acetato de Etila;
FrMeOHGS - Fracao Metandlica.

A FNGS e a FAGS tiveram perfis de citotoxicidade semelhante ao
EEGS, apresentando-se moderadamente tdxicas para células VERO e nao
exibiram toxicidade para HepG2 (Tabela 5). Em sintese, este fracionamento
parece nao contribuir de forma significativa para a citotoxicidade, pois essas

amostras apresentaram o mesmo perfil que o extrato.
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J& o alcaloide F3F6FAGS ndao foi citotdxico para células renais (CCsp
476 pg/mL) nem para células hepaticas (CCsp 503,5 pg/mL; Tabela 5) portanto,
o fracionamento da FAGS contribuiu para o aumento da atividade biolégica
(diminuicdo da Clsp 18,29 pg/mL da FAGS para Clsp 12,06 pg/mL do
F3F6FAGS; Tabela 3) assim como contribuiu para a diminuicdo da
citotoxicidade tanto nas células renais (aumento da CCsy de 173,3 pg/mL da
FAGS para CCsy 476 pg/mL do F3F6FAGS; Tabela 5) quanto nas células
hepaticas (aumento da CCsp 299,45 pug/mL do FAGS para CCsg 503,5 pg/mL do
F3F6FAGS; Tabela 5).

As quatro fracbes obtidas sob refluxo (FrHexGS, FrDCMGS,
FrACOETGS, FrMeOHGS; Figura 13; SILVA-SILVA, 2016) demonstraram
elevada toxicidade para células VERO. Em relacdo a HepG2, apenas a
FrDCMGS apresentou toxicidade moderada (Tabela 5).

Na FrMeOHGS e FrDCMGS foram detectados alcaloides (Tabela 2), no
entanto apresentaram perfis diferente de atividade antitumoral (Tabela 3) e de
citotoxicidade (Tabela 5). Este fato pode estar relacionado com os teores
diferentes de alcaloides e outros metabdlitos nestas fracBes, por isso, as
respostas biologicas sao diferentes.

Conforme dito anteriormente, em espécies do género Geissospermum ja
foram isolados alcaloides bisinddlicos (RAPPAPORT, et al. 1957) e a particao
acido - base pode alterar a estrutura destes alcaloides. Rappaport e
colaboradores (1957) obtiveram os alcaloides inddlicos geissoschizina e
apogeissoschizina a partir da clivagem &cida do alcaloide bisinddlico
geissospermina (Figura 17). Outra hipotese levantada neste trabalho é que na
fracéo de alcaloide contenham apenas alcaloides livres, enquanto que a fracao
diclorometano possa conter alcaloides bisinddlicos, que nao tenham sofrido

clivagem acida.



77

Geissospermina
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CO,H;
o] OH
Geissoschizina Apogeissoschizina

Figura 17 - Estrutura quimica do alcaloide geissospermina e seus derivados.

Outro alcaloide bisinddlico pertencente a familia Apocynaceae é a
vimblastina. A principal via de eliminacdo desse alcaloide é através do
metabolismo de fase 1 (CYP450) originando um metabodlito desacetilado
(DYNAMED, 2016). Muitas vezes, estes metabolitos sdo mais reativos e mais
citotoxicos. No presente trabalho, quando se avaliou a citotoxicidade sobre
células hepéaticas ndo se observou elevado efeito citotoxico. A fragdo com
maior potencial citotoxico hepatico foi a FrDCMGS, sugerindo novamente que
esta deve conter os alcaloides bisindolicos.

O alcaloide bisinddlico, vimblastina é lentamente eliminado por via renal,
ja havendo descrito na literatura os seguintes efeitos toxicos renais: destruicdo
celular rapida, resultando no aumento do catabolismo de purinas, elevacdo do
acido urico e nefrotoxicidade (DYNAMED, 2016).
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No caso das demais fragcbes (FrHexGS, FrACOETGS e FrMeOHGS), os
metabolitos envolvidos nesta citotoxicidade para as células VERO precisam ser
investigados, pois resultados preliminares sugerem que as fracdes hexanica e
acetato de etila ndo possuam alcaloides (Tabela 2). A maioria dos estudos
fitoquimicos realizados com espécies pertencentes ao género Geissospermum
visavam o isolamento de alcaloides (MUNOZ et al. 2000; STEELE et al. 2002;
MBEUNKUI et al. 2012; SANTOS e VOLPATO, 2015; SILVA-SILVA, 2016)
porém outros metabdlitos podem estar presentes nestas espécies como por
exemplos terpenos e flavonoides.

No estudo fitoquimico realizado por Souza (2009), no extrato metandlico
das folhas de Himatanthus drasticus, pertencente & mesma familia da espécie
G. sericeum, constatou-se a presenca de flavonoides (quercetina e rutina),
terpenos, proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas. No latex
obtido de H. drasticus foram encontrados terpenos (sitosterol e amirina).

A toxicidade de terpeno em células VERO foi avaliada utilizando 6leo
essencial de Diospyros hispida (Ebenaceae) contendo o sesquiterpeno (E)
nerolidol. Esse Oleo demonstrou moderada citotoxicidade (CCsp 163pg/mL;
LUGO, 2015). A toxicidade de flavonoides em células VERO ja foi descrita na
literatura. Em estudo realizado por Jasinski (2016) o extrato etandlico de
Baccharis glaziovii (Asteraceae) foi identificado com uma mistura de compostos
sugerindo a presenca de flavonoides. Dele foi obtido a fracdo diclorometano,
que se mostrou citotoxica para células VERO (CCsy 34,72ug/mL). Dessa
fracdo, foi isolado o flavonoide 5,7,4 -tri-hidroxiflavona, chamada de apigenina
como composto majoritario.

Algumas vezes, fragbes mais polares, como, por exemplo a metandlica,
revelam positivamente em reagente de Dragendorff sugerindo a presenca de
alcaloides. Porém, estudos fitoquimicos mais detalhados levam ao isolamento
de flavonoides glicosilados (BRIGIDO, 2016). Tal fato pode estar ocorrendo no
presente estudo (resultado falso positivo para a fracdo metandlica; Tabela 2),
logo, estudos fitoquimicos da fracdo metandlica podem esclarecer se esta
fracdo possui flavonoide e/ou alcaloides. Também é importante avaliar a
citotoxicidade do metabdlito isolado.

Um fator muito importante a ser avaliado é a seletividade da atividade

antitumoral de ACP02, pois um agente promissor deve possuir uma



79

concentracédo inibitéria 50% menor que as concentragdes citotoxicas 50% das
linhagens HepG2 e VERO. O EEGS, FNGS, FrHexGS, FrDCMGS,
FrACOETGS e FrMeOHGS sdo pouco promissoras como antitumoral, pois
apresentaram indice de seletividade relacionados a VERO (CCsy Vero/ Clsg
ACPO02) inferior a 2. Também baixos indices de seletividade em HepG2 (CCsg
HepG2/ Clsp ACP02) foram obtidos para estas fracoes (Tabela 6). Estes
resultados reforcam a hipdtese que o extrato e estas fragbes ndo sao

promissores como antitumoral.

Tabela 6 - Avaliacdo da seletividade de G. sericeum para atividade antitumoral em relacdo as
células ACP02

indice de Seletividade

Classificacao

Amostras IS VERO IS HepG2
EEGS 0,86 3,59 VERO: N&o seletivo
HepG2: seletivo
FNGS 1,13 2,26 VERO: N&o seletivo
HepG2: seletivo
FAGS 9,5 16,37 VERO e HepG2: seletivo
F3F6FAGS 39,4 41,74 VERO e HepG2: seletivo
FrHexGS 0,12 4,83 VERO: Nao seletivo
HepG2: seletivo
FrDCMGS 0,13 2,00 VERO: N&o seletivo
HepG2: seletivo
FrAcOETGS 0,08 2,32 VERO: N&o seletivo
HepG2: seletivo
FrMeOHGS 0,05 1,92 VERO e HepG2: ndo seletivo

Legenda: EEGS - Extrato Etandlico; FNGS — Fracdo de Neutros; FAGS — Fracdo Alcaloidica
- FrHexGS - Fracdo Hexanica; FrDCMGS - Fracgéo Diclorometano; FrACOETGS —
Fracdo Acetato de Etila; FrMeOHGS - Fragdo Metandlica. IS — indice de
seletividade= CCsq/ Clsp; IS 22,0 (SUFFNESS e PEZZUTO, 1991).

A FAGS apresentou alta seletividade para atividade antitumoral (IS
Vero= 9,5 e IS HepG2= 16,37; Tabela 6). Entre as amostras testadas, 0
alcaloide inddlico F3F6FAGS demonstrou maior seletividade para atividade
antitumoral em ACPO2 (IS VERO= 39,4 e IS HepG2= 41,74). Estudos acerca
da seletividade de alcaloides ind6licos sao escassos. Um estudo demonstrou a
seletividade de acdo do alcaloide alstonina e alcaloide [-carbolinico
flavopereirina, outro alcaloide também presente na FAGS. O mecanismo de
acado do composto formado por esses dois alcaloides baseia-se na indugéo de
apoptose através da desestabilizacdo do DNA das células de cancer de

préstata, sendo especifico para essas células (HALL e BELJANSKI, 2005).
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Outro estudo avaliou o efeito inibitério da flavopereirina e alstonina frente
a células de cancer de mama. Esses alcaloides distinguem o DNA do céancer
de DNA de tecido saudavel e o efeito inibitorio do alcaloide deve-se a sua
capacidade de formar um complexo de "DNA de alcaloides-cancer" inibindo a
iniciacdo da sintese de DNA e o alongamento da cadeia. Além disso, 0s
alcaloides podem antagonizar o efeito estimulante dos esteroides durante a
sintese in vitro do DNA, sendo este efeito revertido por doses elevadas de
esteroides (BELJANSKI e BELJANSKIM, 1982)

Em relacdo a seletividade do alcaloide inddlico estudado, ainda existe
caréncia de estudos a este respeito. Atualmente existem 2 alcaloides inddlicos,
isolados de espécies pertencentes a familia Apocynaceae, cujas atividades
antineoplasicas ja foram comprovadas: elipticina e olivacina (OLIVEIRA et al.
2009; HENRIQUE, 2010). Os mecanismos envolvidos nesta atividade s&o:
intercalacdo de DNA; inibicio da TOP 2; alquilacdo covalente de
macromoléculas e geracao de radicais livres (SHI et al. 1998).

Estudos anteriores demonstraram certa seletividade da elipticina e dos
seus derivados para o cancer do Sistema Nervoso Central (ACTON et al. 1994;
ANDERSON et al. 1994; JURAYI et al. 1994; SHI et al. 1998). Talvez, essa
maior seletividade dos alcaloides inddélicos justifique a menor citotoxicidade
para as células renais (Tabela 5).

Quando se compara a FAGS ao EEGS verifica-se que houve elevacéo
da citotoxicidade para as células. Fato semelhante ocorreu para todas as
fracBes. Em sintese, o fracionamento contribuiu para elevacéo da toxicidade de
forma significativa para células renais e de forma discreta para as células

hepaticas (Tabela 5).

5.4 Avaliacdo do padrdo de morte em linhagem de cancer géastrico ACP02
submetida ao tratamento com FAGS e F3F6FAGS.

Os efeitos citotéxicos podem induzir diferentes padrdes de morte celular,
dentre eles a apoptose e a necrose. Os processos que acarretam a apoptose

sdo bem diferentes daqueles que induzem a necrose. Na célula necrosada, o
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citoplasma e a mitocondria estdo aumentados e suas organelas sofrem lise,
ndo h& formacdo de vesiculas ou corpos apoptéticos. J& a apoptose nao
provoca resposta inflamatoria e somente células individuais sédo afetadas in
vivo (LEIST e JAATTELA, 2001).

Uma das ideias deste trabalho € que o alcaloide F3F6FAGS age de
forma semelhante a outros alcaloides inddlicos, como a elipticina e olivacina,
estabilizando o complexo TOP I[I-DNA e induzindo fragmentacdes no DNA, que
nado sdo reparadas e podem levar a célula tumoral a morte por apoptose
(NITISS, 2009). Outra possibilidade investigada foi o papel da necrose na
atividade antitumoral, visto que a citotoxicidade pode envolver a fragmentacgéo
da fita de DNA e, consequentemente, a morte celular também pode envolver a
necrose (SALVADORI et al. 2003).

A avaliagdo da inducdo de apoptose em células tumorais € muito
importante na terapia anticancer, uma vez que muitos farmacos nessa terapia
culminam em inducdo de morte celular por apoptose. Neste estudo, avaliou-se
o comportamento do alcaloide isolado de G. sericeum e da FAGS frente a
linhagem celular ACP02, ap6s 24 e 48h de tratamento, através da microscopia
de fluorescéncia com utilizacéo de corantes fluorescentes.

Em todos os ensaios, 0s grupos controles (positivo = doxorrubicina e
negativo) apresentaram os mesmos padrdes de coloracdo. Em todas amostras
testadas (controle positivo, controle negativo, FAGS e F3F6FAGS) observou-se
predominio de células viaveis, sendo observado no controle positivo e nas
células tratadas com FAGS e F3F6FAGS a presenca de apoptose e algumas
células com caracteristicas de necrose (Figura 18 — quadrantes 2, 3, 4).

Com a utilizagédo do corante HO pdde ser observado a coloracdo azul do
nacleo de células viaveis e de células apoptoticas (figura 18), que €
caracterizada pela diminuicdo do volume celular, condensacgéo da cromatina e
formacdo dos corpos apoptoticos (Figura 18; KANNAN e JAIN, 2000), isso foi
possivel pois o corante HO é permeavel as membranas celulares e se une a
ligacbes adenina-timina, sendo utilizado para avaliacdo de apoptose e
quantificacdo dessas células (KIECHLER e ZHANG 2003). Este corante é
rapidamente absorvido pelas células durante as fases iniciais de apoptose,
enquanto a membrana citoplasmatica integra esta impermeével ao corante IP
(HASHIMOTO et al. 2003).
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Também pbde ser observado apoptose tardia nas células em andlise,
sendo esta identificada pela presenca de corpos apoptéticos (Figura 18 — G, H,
I, J, K, M, N, O), aumento da permeabilidade da membrana celular, permitindo
a coloracao por IP (Figura 18 — J, K, O). A combinacao dos corantes HO e IP
foi usado para a diferenciacdo ao microscopio de fluorescéncia dos estagios de
apoptose e necrose, podendo ser observado na apoptose corpos apoptoticos
(Figura 18 — G, H, I, J, K, M, N, O) e na necrose aumento da permeabilidade da
membrana, sendo possivel difusdo do IP. Tais fatos foram observados nas
células ACPO2 tratadas com doxorrubicina e com amostras de G. sericeum
(Figura 18 - F, L, P).

O citoplasma de células com membrana celular intacta foram marcadas
com o corante DAF, sendo observado a coloracdo verde. Este corante foi
utilizado como marcador de viabilidade celular, corando células viaveis, (que
ndo sofreram apoptose ou necrose; Figura 18 — quadrante 1) e células
apoptéticas que ainda nao sofreram alteracbes na permeabilidade da
membrana plasmatica (Figura 18 — G, H, I, M, N), que ocorre nos estagios
finais da apoptose (Figura 18 — J, O).

No grupo controle negativo, onde as células ndo foram tratadas com
nenhuma substancia, as células apresentam coloracdo verde, com nucleo
intacto e muitas vezes nucleo corado em azul, demonstrando viabilidade
celular, ou seja, ndo apresentaram nenhuma alteracdo de permeabilidade na
membrana plasmatica (Figura 18 — A, B, C, D). No grupo controle positivo
foram observadas células viaveis (Figura 18 — E), com apoptose (Figura 18 —
G, H) e necrose (Figura 18 — F). Estes resultados permitiram avaliar o padréao
de células viaveis, apoptéticas e necréticas obtidas nos experimentos,
detectaveis pela distincdo do padréo de fluorescéncia e morfologia, em que foi
possivel nitidamente classifica-las e assim realizar nossas analises quanto aos
efeitos citotoxicos da FAGS e F3F6FAGS observados no ensaio de MTT.
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Figura 18 - Micrografias de células da linhagem ACPO02 apds exposi¢cdo a doxorrubicina,
FAGS e F3F6FAGS na realizacdo do ensaio de Apoptose por marcacao
fluorescente.

Legenda: 1 - Controle negativo (CN): A, B, C, D — células viaveis com nucleo e citoplasma
intactos. Presenca de células coradas com Hoechst 33342 (HO) que liga-se ao DNA
corando o ndcleo em azul e com Fluoresceina Diacetato (DAF) corando o
citoplasma em verde; 2 — Células tratadas com o controle positivo (CP;
Doxorrubicina) E: células viaveis, F células necroticas coradas em vermelho pelo
lodeto de Propideo (Pl); G, H: Células apoptéticas com destaque para a presenca
de corpos apoptéticos (setas); 3 — Células tratadas com a fracdo alcaloidica de G.
sericeum (FAGS): |, J, K — células apoptéticas com destaque para a presenca de
corpos apoptéticos, L — células necroticas coradas em vermelho pelo lodeto de
Propideo; 4 — Células tratadas com o alcaléide inddlico isolado (F3F6FAGS): M, N,
O — Células apoptéticas com a presenca de corpos apoptoéticos (setas), P — Células
necroticas coradas em vermelho pelo lodeto de Propideo.

Visando confirmar o principal mecanismo envolvido na atividade
citotoxica em ACPO02 da fracdo de alcaloides realizou-se uma avaliacéo

guantitativa das respostas observadas. Em se tratando inicialmente da FAGS,
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as células ACP02 foram expostas em 24 e 48 horas as seguintes
concentragdes: 4,5ug/mL, 9ug/mL e 18ug/mL.

Observou-se que em 24 horas de exposicdo a concentracdo de
4,5ug/mL, apesar de ser a menor concentracdo dessa amostra, foi a
concentracdo que mais teve inducdo de apoptose (25,67%; Figural9). N&o
houve diferenca estatistica significante entre a doxorrubicina (1uM), que foi
usada como controle positivo (CP) e a menor concentracdo da FAGS
(4,5ug/mg), ou seja, a menor concentracdo da nossa amostra foi capaz de
induzir apoptose em igual propor¢cdo quando comparada ao CP (induziu 25,33
%) em 24 horas de exposi¢ao. Para as maiores concentragdes da FAGS houve
diferenca estatistica significativa (p<0,01) comparados com a doxorrubicina. A
concentracdo 9 pg/mL induziu 10,67% de apoptose e a concentracdo de 18
pg/mL induziu 5,33% de apoptose, mostrando que o aumento da concentracao
diminuiu a indugéo de apoptose em ACP02 com 24 horas de tratamento.

As células tumorais podem sofrer o estimulo externo para a inducéo de
apoptose, entretanto essas células podem ativar mecanismos de defesa
proprios para protecdo as injurias geradas pelo fator externo (ANAZETI e
MELO, 2007) nesse caso, as células da linhagem ACPO02 podem ativar
mecanismos para se proteger dos danos que as maiores concentracdes da
FAGS podem causar. Entre os mecanismos de defesa celular estdo a
diminuicdo do influxo da substancia na célula a partir da diminuicdo da
expressao de proteinas transportadoras, ou ainda a ligacédo entre 0 composto e
o receptor pode ser fraca (alcaloide e receptor alvo). Ha também a expressao
de genes relacionados ao reparo celular, como por exemplo, o gene MYC.
Todos esses mecanismos de defesa podem influenciar na parada do ciclo
celular, ou seja, os alcaloides da FAGS podem alterar o ciclo celular,
promovendo parada da divisdo celular, diminuindo momentaneamente a morte
celular por apoptose, o que pode ser reestabelecido posteriormente (ANAZETI
e MELO, 2007).

A linhagem ACPO02 exibe niveis de expressao do gene MYC aumentados.
Além disso, essa linhagem possui desregulacdo nesse gene e tal evento
mostra-se comum na carcinogénese gastrica, geralmente como consequéncia
da amplificacdo de genes, transloca¢des cromossémicas ou mecanismos poés-
traducdo. (DANG et al. 2006; CALGAGNO et al. 2008). A proteina Myc é uma
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fosfoproteina nuclear que funciona como um fator de transcricdo estimulando a
progressdo do ciclo celular e a apoptose. Inicialmente, o gene responde
diretamente a sinais mitogénicos estimulando a passagem das células da fase
G1 do ciclo celular. Além do seu papel no ciclo celular, MYC também apresenta
um papel chave na regulagdo do processo apoptotico. Tanto a superexpressao
quanto a diminuicdo da expressdo de MYC pode levar a morte celular
(THOMPSON, 1998; CONZEN et al. 2000). MYC é de particular importancia na
saida do ciclo celular porque pensa-se que ele desempenha um papel na
determinacdo da divisdo celular em células de mamiferos (CALGAGNO et al.
2013)

Estes resultados sugerem inicialmente que o aumento da concentracao
da FAGS no periodo de 24 horas pode ativar o gene MYC, no momento em
que a célula ainda estd em divisao, por isso, ndo é observado o processo de
apoptose, entretanto, quando a célula é exposta ao tratamento no periodo de
48h com a FAGS, a ativacdo anterior leva a apoptose. Entretanto, a influéncia
desse gene no ciclo celular e apoptose quando a célula ACP02 é exposta a
FAGS s6 podera ser confirmada com a realizacdo de testes de genotoxicidade
e expressédo do gene MYC.

Em 48h de tratamento das células ACP02 com FAGS, pbde ser
observado que a taxa de apoptose aumentou conforme o aumento da
concentracdo (p<0,01). A concentracdo de 9ug/mL foi responséavel por 7,5% de
apoptose e a doxorrubicina foi responsavel por 7,6% de apoptose (Figura 18).
Esses resultados mostram que na concentracdo de 9ug/mL a FAGS induz
apoptose na mesma propor¢cdo que a doxorrubicina (1uM). E, na maior
concentracdo da FAGS (18ug/mL), houve maior taxa de apoptose nas células
(15,3%). Figura 19) comprovando que no periodo de 48h, a morte celular por
apoptose foi dependente da concentracao.

Foi perceptivel que o tempo influenciou na resposta, havendo a reducao
significativa do percentual de apoptose induzida pela doxorrubicina (24 horas =
25,33% de apoptose; 48 horas = 7,67% de apoptose; Figura 19). Da mesma
forma, houve reducao significativa da taxa de apoptose induzida pela menor
concentracédo de FAGS (24 horas = 25,67% de apoptose; 48 horas = 3,50% de
apoptose; Figura 19).



86

Quando avaliada a morte celular por necrose em 24 horas de exposi¢céo
a FAGS pbéde ser observado que, com o aumento da concentracdo ha a menor
taxa de apoptose e necrose. JA com a diminuicdo da concentracdo, aumenta a
apoptose e ha uma taxa significativa de necrose (Figura 19).

N&o houve diferenca estatistica significativa entre o CN (0,3%) e a
concentragdo de 18pg/mL (1,0%) demonstrando que a taxa de necrose foi
muito baixa na maior concentracao (Figura 19). Também n&do houve diferenca
estatistica significante entre as concentragbes 4,5ug/mL (6,5%) e 9 pg/mL
(7,0%) e a doxorrubicina induziu necrose em menor propor¢cao que essas
amostras (Figura 19).

Quando se observa no periodo de 48horas, os valores de necrose e
apoptose se aproximam e na maior concentracdo da FAGS (18ug/mL) ha um
aumento significativo de morte celular tanto por apoptose, quanto por necrose e
os valores de necrose e apoptose se igualam (ndo significativo
estatisticamente). Essas amostras induzem 15,33% de necrose e apoptose,
configurando que em maiores concentracdes e com o0 aumento do tempo de
exposicdo ndo ha diferenca entre os dois tipos de morte celular e a FAGS induz
necrose e apoptose em proporc¢des iguais (Figura 19), havendo a necessidade
de avaliar que tipo de morte celular o alcaloide isolado dessa fracéo
(F3F6FAGS) induz.

Nas menores concentracdes, a fracdo alcaloidica, por conter os
alcaloides flavopereirina e F3F6FAGS, pode estar atuando em conjunto, de
maneira sinérgica, em que doses mais baixas desses dois alcaloides
potencializam o efeito da apoptose e necrose celular, promovendo maior dano
na célula. Quando avaliado o aumento do tempo de 24 horas para 48 horas,
verificou-se que tanto para a morte celular por necrose quanto para apoptose
também pode haver sinergismo entre o alcaloide inddlico e flavopereirina.
Nesse sentido, sugere-se que esses alcaloides possam atuar por diferentes

vias, de maneira sinérgica, para causar o aumento de apoptose e necrose.
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Figura 19- Frequéncia de apoptose e necrose em células ACP02 em 24 e 48h de exposi¢do a
FAGS.

Legenda: CN- Controle negativo; CP- controle positivo (Doxorrubicina); FAGS — Fragédo de
alcaloides de G.sericeum.
*p < 0,05 e **p < 0,01 em relacdo CP (ANOVA/pGs-teste Tukey).

Os alcaloides atuam por diferentes vias para alcancar seu efeito. O
alcaloide inddlico olivacina possui atividade antineoplasica e 0s mecanismos
envolvidos nesta atividade sdo: intercalacdo de DNA,; inibicdo da TOP 2;
alquilacao covalente de macromoléculas e geracao de radicais livres (SHI et al.
1998). A elipticina € um alcaloide inddlico com potente acdo antineoplasica,
que também possui multiplos mecanismos de acdo, dentre estes pode se
destacar a estabilizacdo do complexo DNA e TOP 2, promovendo a parada do
ciclo celular, induzindo apoptose por inibicdo da TOP 2 (TOPCU, 2001;
BRANDAO et al. 2010; STIBOROVA et al. 2011). Outro exemplo s&o os
alcaloides da Vinca, que atuam no citoesqueleto ligando-se as B-tubulinas
inibindo a polimerizacdo dos microtubulos, suprimindo a dindmica dessas
estruturas, o que resulta em lentiddo ou bloqueio da mitose na transicdo da
metafase para anafase e inducéo da apoptose (JORDAN e WILSON, 2004).

Pouco se conhece sobre o mecanismo de acdo dos alcaloides beta
carbolinicos no céancer, entretanto, sabe-se que podem exibir estabilizacdo do
DNA de células tumorais induzindo apoptose (HALL e BELJANSKI, 2005).
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Outros alcaloides de diferentes classes podem exibir diferentes mecanismos de
acado. Os alcaloides carbazolicos mahanina, pyrayafolina — D e murrafolina — 1,
induziram apoptose em células de leucemia HL-60 por meio da ativacdo da via
caspase-9 / caspase-3 através de disfuncdo mitocondrial com base na perda
do potencial de membrana (ITOA et al. 2005). Como os alcaloides da FAGS
podem estar atuando por diferentes vias, sugere-se que a via mitocondrial pode
ser uma via envolvida na inducao de apoptose da flavopereirina.

Visando avaliar se o alcaloide indélico F3FEFAGS é o responsavel pela
apoptose da FAGS, verificou-se a atividade deste alcaloide sobre as células
ACPO02, em diferentes concentracdes (3 pg/mL, 6 pg/mL e 12 pug/mL) apés 24 e
48h de exposicao.

Em 24h, F3F6FAGS apresentou aumento da taxa de apoptose
diretamente proporcional a concentragdo. Esse comportamento foi observado
em todas as concentracdes testadas (p<0,01; 3ug/mL = 31,50%; 6ug/mL =
15,175 e 12ug/mL = 18,83%; Figura 20). Também, F3F6FAGS apresentou um
maior potencial indutor de apoptose comparado a doxorrubicina (8,67%). No
que diz respeito a necrose, este tipo de morte também foi dependente da
concentragdo: houve o aumento da taxa de necrose com 0 aumento da
concentracdo de F3F6FAGS. O aumento da morte celular por necrose foi
menor ou equiparado a quantidade de células necréticas induzidas por
doxorrubicina e ndo houve diferenca estatistica relevante entre o CP (5,3%) e a
maior concentracédo do F3F6FAGS (12ug/mL = 5,7 %) no tempo de 24 horas.

Em 48 horas de tratamento com o alcaloide F3F5FAGS, esse
comportamento se repetiu e tanto a morte celular por necrose ou apoptose foi
dependente da concentracdo. A quantidade de células apoptéticas, em quase
todas as concentracdes, foi maior quando comparada ao CP (p< 0,01), pois a
concentracdo de 3ug/mL induziu apoptose na mesma proporgéo que o CP (n&o
houve significAncia estatistica). Esse resultado demonstra que o alcaloide
indolico isolado demonstrou inducdo de apoptose igual ou superior a
doxorrubicina (CP = 7,67%; 3 pg/mL = 6,0%; 6 pg/mL = 12,5% e 12 pg/mL =
14,67%; Figura 19). Em 48 horas, também n&o houve diferenga na quantidade
de morte celular por necrose e CP nas maiores concentragoes.

Quando se analisou a influéncia do tempo de exposicao do alcaloide

inddlico em ACP02 na inducdo de apoptose e necrose, foi visualizado, em 48
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horas de tratamento, diminuicdo branda da quantidade de células apoptoticas
guando comparado ao tempo de exposi¢céo de 24h, observado na figura 19. Ou
seja, em 24h a resposta foi superior a de 48h. Também péde ser observado
uma menor taxa de necrose quando as células ACP02 foram expostas a 48
horas de tratamento com F3F6FAGS.
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Figura 20 — Frequéncia de apoptose e necrose em células ACP02 em 24 e 48h de exposicédo
ao alcaloide F3F6FAGS.

Legenda: CN- Controle negativo; CP- controle positivo (Doxorrubicina).
*p < 0,05 e **p < 0,01 em relacdo CP (ANOVA/pGs-teste Tukey).

Em sintese, a atividade do alcaloide isolado pode induzir tanto apoptose
guanto necrose da seguinte maneira: no menor tempo de tratamento (24 horas)
€ observado predominéncia de apoptose e ap0s um tempo de exposi¢ao (48
horas) observa-se a diminuicdo de apoptose e necrose, com predominio de
apoptose.

Um comportamento parecido ocorreu com esse mesmo alcaloide em
estudo realizado por Silva-Silva (2016). Avaliou-se a citotoxicidade do alcaloide
inddlico frente a linhagem THP-1 e verificou-se que o aumento do tempo de

exposicao da amostra (48h e 72h) induziu reducdo da citotoxicidade (maior
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CCsp). Na avaliacéo da atividade promastigota, observou-se elevada atividade
antipromastigota em 24h de exposicao do parasito aos alcaloides, com declinio
apo6s 48h e “resgate” da atividade inibitéria apds 72h. Estes resultados sugerem
que o alcaloide se liga de forma reversivel ao seu receptor, tendo
provavelmente acao “leishmaniostatica” (SILVA-SILVA, 2016).

Como este fato tem sido repetidamente observado (citotoxicidade,
inducdo de apoptose e atividade leishmanicida) recomenda-se investigar, de
maneira mais detalhada a “reversibilidade”. Talvez, este alcaloide produza uma
resposta rapida e ndo sustentada, necessitando a associagdo com um farmaco
de resposta mais lenta e sustentada.

Outros estudos mostram a semelhanca da atividade de alcaloides com
nosso estudo. O alcaloide isoquinolinico berberina foi avaliado em células de
linfoma histiocitico (U937) e em linhagem celular de leucemia (B16). Apos 24
horas de tratamento com a berberina nessas linhagens houve um efeito
citotoxico agudo. O efeito da berberina foi dependente da concentracéo
(LETASIOVA, et al. 2006). Baixas concentracdes da berberina apos 24 horas,
induziram reorganizacao do citoesqueleto de actina em células B16. Ocorreu a
formacdo de aglomerados de fibras filamentosas de actina e seu numero
aumentou com a crescente concentracdo de berberina. Apos 48 h, ndo foram
encontrados grupos de fibras filamentosas de actina nas células B16. Isso
significa que as células afetadas se adaptaram ao efeito citotoxico da berberina
causado em 24horas (LETASIOVA, et al. 2006).

O anélogo do alcaloide elipticina 8-metil-4- (3 dietilaminopropilamino)
pirimido [4 ', 5" 4,5] selenolo 2,3-b quinolina (MDPSQ) induziu a citotoxicidade
de maneira dependente da concentracdo e do tempo em linhagens de células
leucémicas. A citotoxicidade afetou as células de maneira dose e tempo
dependentes e a substancia afetou a divisdo celular. Em células tratadas com
MDSQ marcadas com anexina V e Pl por 48 horas e 72 horas houve inducao
de apoptose e necrose (SHAHABUDDIN et al. 2011).

Os alcaloides carbazolicos mahanina, pyrayafolina — D e murrafolina — I,
mostraram citotoxicidade significativa contra células da linhagem leucémica HL-
60. A microscopia de fluorescéncia com coloracdo Hoechst 33342 revelou que

a porcentagem de células apoptoticas com nucleos fragmentados e cromatina
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condensada aumentou de maneira dependente do tempo apds o tratamento
com cada alcaloide (ITOA et al. 2005).

Como exposto, varios alcaloides induzem morte celular por apoptose e
necrose. Diversos mecanismos estdo envolvidos nessa atividade. NOSsos
resultados sugerem que a atividade antitumoral visualizada em linhagem
tumoral géstrica esteja relacionada com a substancia F3F6FAGS (isolado da
FAGS) e o mecanismo envolvido nesta atividade seja a apoptose. As duas
amostras testadas induziram apoptose, entretanto, houve ocorréncia de morte
celular por necrose mais evidenciada nas maiores concentragoes da FAGS.
Dessa maneira o alcaloide indélico foi mais promissor que a FAGS para a
atividade antitumoral. Comparar a atividade antitumoral, seletividade e padréo
de morte celular da FAGS ao seu alcaloide € extremamente importante para o
delineamento de estudos futuros envolvendo este alcaloide como base para um

possivel uso clinico.
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6 CONCLUSAO

Geissopermum sericeum € promissora como antitumoral, em especial
para o cancer gastrico. Provavelmente, o alcaloide indélico seja o responséavel
por esta atividade e a apoptose um dos mecanismos envolvidos. Vale ressaltar
que este alcaloide e fracdo de alcaloides mostraram-se mais citotoxicos para
as células tumorais gastricas (ACP02) do que para as células renais (VERO) e
hepaticas (HepG2), sugerindo certa seletividade para este cancer. Também, a
maior citotoxicidade e a menor seletividade da FAGS provavelmente estejam

relacionadas ao sinergismo de seus alcaloides para apoptose e necrose.
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