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RESUMO

Dentre os tumores que acometem o sistema nervoso, o glioblastoma multiforme (GBM),
destaca-se por seu alto grau de agressividade e baixo progndstico, apresentando em média
uma sobrevida de 15 meses a partir do diagnostico. O presente estudo objetivou investigar a
atividade antiproliferativa e antineoplasica de quatro flavonoides isolados da espécie
Brosimum acutifolium (Huber), duas flavanas: 4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpirano) flavana
(BAS-1) e 7,4’-dihidroxi-8,(3,3-dimetilalil)-flavana, (BAS-4); e duas chalconas: 4,2’-
dihidroxi-3°,4’-(2”,2”-dimetilpirano)-chalcona  (BAS-6) ¢  4,2°.4’-trihidroxi-3’-(3,3-
dimetilalil)-chalcona (BAS-7), em glioblastoma C6 de rato in vitro. Nossos resultados
mostraram boa atividade citotdxica para as flavanas (BAS-1, -4) e para a chalcona BAS-7,
com ICso menor que 100 UM em teste de viabilidade pelo MTT, ja a chalcona BAS-6, ndo
demonstrou atividade citotdxica nas concentracdes testadas. Estes flavonoides mostram ser
menos citotoxico para célula ndo neopléasica (glia), com grau de seguranca maior para a BAS-
4 e BAS-7, uma vez que apresentaram menor efeito citotoxico a célula ndo neoplésica e
menores indices hemoliticos. A andlise de migracdo celular mostrou que o tratamento com
BAS-1, BAS-4 e BAS-7 em baixas concentracdes foi efetivo em promover inibicdo da
migracdo celular. Estes trés flavonoides também foram muito promissores em inibir a
formacdo e o crescimento de colbnia, além de promover parada no ciclo celular, com
substancial aumento na populacdo SubGO para o tratamento com BAS-1 e BAS-4 com 100
UM. As flavanas BAS-1 e BAS-4 também mostraram maior capacidade de promover a perda
na integridade do potencial de membrana mitocondrial (A¥p,) € aumento para marcagdo com
anexina V, indicativo de gque estas drogas promovem morte por apoptose. No entanto a analise
por microscopia eletrénica demonstrou marcantemente no tratamento com a BAS-4 a
presenca de vacuolos autofagicos, sugestivo que o processo de morte neste tratamento ocorre
tanto por apoptose quanto autofagia. Com base nestes resultados pode-se concluir que dos
flavonoides testados a BAS-1, BAS-4 e BAS-7 possuem potencial como agente

antineoplasico na terapia do GBM, sendo a BAS-4 a mais promissora de todas.

Palavras- chaves: Brosimum acutifolium; flavonoides; glioblastoma; GBM; C6; apoptose,

autofagia.



ABSTRACT

Among the tumors that affect the nervous system, glioblastoma multiforme (GBM) is notable
by its high degree of aggressiveness and poor prognosis, with an average survival of 15
months from diagnosis. The present study aimed to investigate the antiproliferative and
antineoplastic activity of four flavonoids isolated from species Brosimum acutifolium
(Huber). two flavans: 4'-hydroxy-7,8-(2",2"-dimethylpyran)-flavan (BAS-1) and 7,4'-
dihydroxy-8-(3,3-dimethylallyl)-flavan (BAS-4), and two chalcones: 4,2'-dihydroxy-3',4'-
(2",2"-dimetilpirano)-chalcone (BAS-6) and 4,2',4'-trihydroxy-3'-(3,3-dimethylallyl)-chalcone
(BAS-7), tested on rat C6 glioblastoma in vitro. Our results showed good cytotoxic activity
for flavans (BAS-1, -4) and the chalcone BAS-7, with 1C50 less than 100 uM in the MTT
viability test, since the chalcone BAS-6, showed no cytotoxicity at the concentrations tested.
These flavonoids showed less cytotoxity for non-neoplastic cell (glia), with higher degree of
security for the BAS and BAS-4-7, once showed lower cytotoxic effect on non-neoplastic
cell, and less hemolytic. Analysis of cell migration showed that treatment with BAS-1; -4 and
-7 at low concentrations was effective in promoting the inhibition of cell migration. These
three flavonoids were also very promising in inhibiting colony formation and growth, and
promote cell cycle arrest with a substantial increase in population SubGO for treatment with
BAS-1 and -4 with 100 puM. The flavans BAS-1 and -4 also showed increased ability to
promote losing in the integrity of the mitochondrial membrane potential (A¥,) and increased
for staining with Annexin V, indicating that these drugs cause death by apoptosis. However
the analysis by electron microscopy showed markedly the presence of autophagic vacuoles in
the treatment with BAS-4 suggesting that the process of cell death occurs by apoptosis as well
as autophagy. Based on these results it can be concluded that the flavonoids BAS-1, -4, and -7
have potential as an anticancer agent in the therapy of GBM and BAS-4 is the most promising

of all.

Keywords: Brosimum acutifolium; flavonoids; glioblastoma; GBM; CG6; apoptosis,

autophagy.
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Figura 34: Analise por citometria de fluxo para apoptose/necrose, usando como
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Figura 35a: MET de glioblastoma C6. E mostrada a morfologia normal das células
do controle em A (menor magnificacdo) e em B (destaque ampliado) apresentando
organelas e ndcleo com aspecto normal. Em C (menor magnificacdo) e D
(ampliacdo) é demonstrado o padrdo morfolégico do tratamento com veiculo (0,3%
de DMSO), revelando ndo haver mudanca no aspecto das estruturas celulares. Em E
(menor magnificacdo) e F (destaque ampliado) é mostrado o padrdo morfolédgico
apos o tratamento por 24 h com 75 puM da droga BAS-1, onde é possivel ver a
ocorréncia de processo de vacuolizacdo (#), acimulo de pequenas cisternas de
membrana no interior da célula (seta) e uma figura com varias cisternas
aglomeradas de Itmen expandido (8). N — nucleo; * - mitocondrias; G — complexo
(o[ €10 [ | PSR PRURUSUPTP PR
Figura 35b: Microscopia eletrénica de transmissdo de glioblastoma C6. Em G
(menor magnificacdo) e H (destaque ampliado) é mostrada as alteragdes
ultraestruturais apos a incubagdo por 24 h com 75 uM de BAS-4, onde é possivel
observar um numero elevado de vacuolos no citosol (setas finas). Em | (menor
magnificacdo) e J (ampliagdo) é mostrada as alteragfes ultraestruturais decorrente
da incubacdo por 24 h com 100 uM de BAS-4, nele podemos constatar além do
elevado numero de vacuolos (setas finas), a presenca também de figura de mielina
(seta cheia). Em K (menor magnificacdo) e L (ampliacdo) é mostrada as alteracdes
ultraestruturais decorrente da incubagdo por 24 h com 150 uM de BAS-7, onde é
possivel observar a presenca de vacuolos (setas finas) e corpos eletrodensos no
citosol (cabeca de seta). N — NUCIEO........cccoviiiiiiiice e
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LISTA DE ABREVIATURAS

Al: Proteina da familia Bcl-2, pro-apoptotica

ADN: Acido desoxirribonucleico

Akt ou PKB: Proteina cinase B

Apaf-1: Fator 1 ativador de protease apoptdtica

ApolL : Ligante do receptor de morte, antigeno 1 de apoptose
Apo2L.: Ligante do receptor de morte, antigeno 2 de apoptose
Apo3L: Ligante do receptor de morte, antigeno 3 de apoptose
ARE: Elemento de resposta antioxidante

ASK-1: Cinase-1 regulada por sinal de apoptose

Bad: Proteina pré-apoptética da familia Bcl-2

Bak: Proteina pro-apoptotica da familia Bcl-2

BAS: Brosimum acutifolium substancia

BAS-1: (2S)-4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpirano)-flavana
BAS-2: (2S)-4’-hidroxi-7,8-(3”-hidroxi-2”,2”-dimetildihidropirano)-flavana
BAS-3: (2S)-4’-hidroxi-7,8-[2”(2-hidroisopropil)-dihidrofurano]-flavana
BAS-4: (2S)-7,4’-dihidroxi-8,(3,3-dimetilalil)-flavana
BAS-5: (2S)-7,3’-dihidroxi-4’-metoxiflavana

BAS-6: 4,2’-dihidroxi-3",4’-(2”,2”-dimetilpirano)-chalcona
BAS-7: 4,2°,4’-trihidroxi-3’-(3,3-dimetilalil)-chalcona
BAS-8: 4°,7-dihidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-flavanona

Bax: Proteina da familia Bcl-2, pr6-apoptética

Bcl-2: Proteina antiapoptotica, relacionada ao gene do linfoma de célula B-2
Bcl-w: Proteina antiapoptotica da familia Bcl-2

Bcl-XL: Proteina antiapoptotica da familia Bcl-2

Bid: Proteina pro-apoptética da familia Bcl-2

Bim: Proteina pro-apoptotica da familia Bcl-2

C6: Linhagem de glioblastoma de rato

CD95L.: Ligante do receptor de morte

CDKs (ou CDCs): Cinases dependentes de ciclina

c-Jun: Proteina formadora do fator de transcricdo AP-1
COX-2: Enzima cicloxigenase 2

DAXX: Proteina adaptadora



DDs: Dominio de morte

DMEM: Meio de Eagle modificado por Dulbecco, meio nutritivo para célula
DISC: Complexo de sinalizagdo indutor de morte

EDTA: Etilenodiaminotetracético

EGFR: Receptor do fator de crescimento epidérmico

EGFRvIII: Variante mutante do EGFR

ER: Receptor de estrogeno

ERK: Cinase regulada por sinal extracelular

EROs: Espécies reativas de oxigénio

FADD: Dominio de morte associado a Fas (proteina)

Fas : Receptor de morte

FasL: Ligante do receptor de morte Fas

FBS: Soro fetal bovino

FGF2: Fator 2 de crescimento de fibroblasto

FITC: Isotiocianato de Fluresceina

GBM: Glioblastoma multiforme

GFAP: Proteina acidica fibrilar glial

Hrk: Proteina pro-apoptética da familia Bcl-2

IAPs: Inibidor de proteinas de apoptose

ICs0: Concentracao capaz de inibir 50 %

ECso: Concentragdo eficaz em produzir 50 % de efeito

INK4: Proteina supressora de tumor, inibidora de cinase Cdk4 e Cdk6.
JC-1: Iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina
JNK: Cinase c-Jun NH2-terminal

MAPK: Proteina cinase ativada por mitégeno

Mcl-1: Proteina antiapoptotica da familia Bcl-2

mTOR: Alvo da rapamicina em mamiferos

MTT: Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NF-E2: Fator nuclear 2 derivado de eritroide

Nrf2: Fator 2 relacionado ao NF-E2, fator de transcricéo

NF-kB: Fator nuclear kappa-B

Noxa: Proteina pro-apoptotica da familia Bcl-2

NQOs: Quinona oxidoredutases

Xl



Xl

PI: lodeto de Propidio

p14°"F: Proteina de 14 kDa que inibe mdm2, promovendo

p16™K**: Proteina de 16 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Ink
p15"™K*B: proteina de 15 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Ink
p18"NK4C: Proteina de 18 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Ink
p19'NK4P: proteina de 19 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Ink
p21°"*t (p21™e™): Proteina de 21 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Cip
p27""!: Proteina de 27 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Kip
p57""2 Proteina de 57 kDa inibidora de CDK (CDKI) da familia Kip
p38 MAPK: Proteina cinase ativada por mitdgeno p38

p53 ou TP53: Proteina supressora tumoral de 53 kDa

p70°%: Proteina cinase ribossomal S6 de 70 kDA

PARP: Poli-(ADP-Ribose) polimerase

PI3K: Fosfatidilinositol 3 cinase

PBS: Tampéo fosfato salino

PDGF: Fator de crescimento derivado de plaqueta

PDGFR: Receptor do fator de crescimento derivado de plaqueta

pRb: Proteina relacionada ao retinoblastoma

PTEN: Enzima fosfatase e homologa a Tensina, conhecida como supressora tumoral
Puma: Proteina pro-apoptética da familia Bcl-2

Ras: GTPase monomérica que auxilia na conducdo de sinal de receptores tirosina cinase,
frequentemente em resposta a sinais que estimulam a divisao celular.
S100B: Proteina especifica glial, expressa principalmente em astrécitos
SAPK: Proteina cinase ativada por estresse

Smac/Diablo: Segundo ativador de caspase derivado de mitocéndria
SNC: Sistema nervoso central

TGF-B: Fator de crescimento transformante f3

TNFR-1: Receptor-1 do fator de necrose tumoral

TNF-a: Fator de necrose tumoral a

TRADD: Proteina associada ao dominio de morte do TNFR-1

TRAIL: Ligante indutor de apoptose relacionado a TNF

UV — ultravioleta

4E-BP1: proteina 1 ligante do fator de iniciacéo eucariotico 4E

A¥,, : Potencial de Menbrana Mitocondrial
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1.  INTRODUCAO

1.1 USO DE PLANTAS MEDICINAIS PELA HUMANIDADE

A humanidade sempre buscou na natureza uma forma eficiente de sanar suas
enfermidades. O emprego de plantas para o tratamento e a cura de doencas € pratica tdo antiga
quanto a propria histéria humana. No entanto, por muito tempo, 0 uso dos recursos naturais
tanto de origem mineral, animal e principalmente vegetal, com fins terapéuticos, baseou-se
apenas no conhecimento etnofarmacolégico, passado ao longo das geracdes, sem que houvesse
estudos cientificos capazes de desvendar os reais principios responsaveis por sua eficacia.

O reino vegetal, devido a sua imensa variedade de espécies, constitui a principal fonte
de recurso natural para a pesquisa de possiveis agentes farmacoldgicos. No entanto, para que o
pesquisador possa ter melhor direcionamento sobre qual espécie a ser investigada €
fundamental a participacdo do conhecimento etnobotanico, o qual se ocupa do estudo do
conhecimento e das conceituacgdes desenvolvidas por qualquer sociedade a respeito do mundo
vegetal, baseando-se em dois pontos principais: a coleta de plantas e a coleta de informacdes
sobre 0 uso destas plantas (RADOMSKI, 2003).

Um dos principais procedimentos etnobotanicos utilizados pela humanidade para a
descoberta das propriedades medicinais das plantas, foi através da observacdo do
comportamento dos animais, como exemplo, a observacdo de que chimpanzés consomem em
jejum folhas de certas plantas que os livram de vermes intestinais permitiu a descoberta de um
potente antibidtico, a tiarubina A. Inimeras espécies vegetais também tiveram seus efeitos
farmacoldgicos comprovados a partir de experiéncias efetuadas no proprio homem, primeiro
baseando-se no uso empirico das plantas, seguido da avaliacdo dos sinais e sintomas surgidos
como consequéncia de seu uso (RADOMSKI, 2003).

Assim a construcdo do arsenal de informagfes sobre o uso terapéutico de plantas ao
longo da histéria baseou-se, sobretudo, no conhecimento intuitivo de homens e mulheres que
com o passar do tempo aprenderam a diferenciar as ervas benéficas daquelas toxicas a saude
(LEITE, 2009).

O Brasil devido sua grande extensao territorial com diversos biomas € considerado um
dos paises com maior biodiversidade do mundo, contando com cerca de 50 mil espécies de
plantas superiores. Deste total, estima-se que na Amazoénia exista aproximadamente de 25 a
30 mil espécies, 16 mil na Mata Atlantica, 7 mil no Cerrado e as demais espécies distribuidas

na Caatinga e na Floresta Subtropical (RADOMSKI, 2003). No entanto, considera-se que



apenas menos de 1% das especies vegetais brasileiras tenham sido investigadas sob o ponto
de vista quimico e farmacolégico (FERRO, 2008), o que demonstra um grande potencial de

recursos no solo brasileiro, e em especial na regido Amazonica, a serem investigados.

1.2 BROSIMUM ACUTIFOLIUM

A espécie Brosimum acutifolium pertence a familia Moraceae, a qual inclui
aproximadamente 50 géneros e 1.500 espécies, predominantemente tropicais e subtropicais,
estando representada no Brasil por 27 géneros com cerca de 250 espécies (JACOMASSI et
al., 2007). Os representantes dessa familia sdo predominantemente arboreos ou arbustivos,
sendo raros os herbaceos. Apds incisdo, quase todos tem um latex que flui, em alguns casos,
de forma abundante das folhas, galhos e troncos (JOLY, 1976).

Muitas espécies de Moraceae sdo comercialmente exploradas pela industria de
madeira, papel, borracha e na producdo da seda. Além disso, algumas espécies sao de grande
importancia na producdo de moléculas biologicamente ativas (JACOMASSI et al., 2007).

Segundo Ledn (2005) a familia Moraceae estad dividida em cinco tribos: Moreae,
Artocarpeae, Castilleae, Dorstenieae e Ficeae. O género Brosimum pertence a tribo
Dorstenieae e se distribui em toda a América tropical, foi descrito pela primeira vez por
Swartz em 1788, que se baseou em duas espécies da Jamaica, B. alicastrum e B. spurium.
Atualmente este género encontra-se subdividido em dois subgéneros, Brosimum e Feroliai,
este Gltimo compreende cinco espécies morfologicamente bem definidas, diferente do
subgénero Brosimum que se encontra subdividido em trés secGes: Piratinera, Brosimopsis e
Brosimum (BERG, 1972 apud TORRES, 1998).

O género Brosimum é constituido de 40 espécies, ocupando uma area que compreende
desde o México, Grandes Antilhas, Cuba, Jamaica até o sul do Brasil. Treze dessas espécies
sdo encontradas na Bacia Amazénica, das quais duas (B. melanopotamicum e B. potabile) sdo
exclusivas dessa regido (BERG, 1972 apud TORRES, 1998).

A espécie B. acutifolium (Fig. 01), encontra-se subdividida em 3 subspécies: B.
acutifolium subsp acutifolium, B. acutifolium subsp interjectum e B. acutifolium subsp
obovatum (BERG 1972 apud TORRES 1998). A espécie B. acutifolium (Huber) Ducke, tem
como sindnimos botéanicos: Brosimopsis obovata Ducke, Brosimum caniceps Standl.,
Piratinera acutifélia (Huber) Pittier e € popularmente conhecida como amapa doce, murure-

da-terra-firme, mercurio vegetal, mercurio-da-terra-firme, ahua jonra, bois mondan, congona,



leche-caspi, manichi, muira-piranga, murare, murerd, murure-vermelho, mururi, urupi, takini,
takweni, tamamuri (PLANTAMED, 2012; RAINFOREST-DATABASE, 2012).

Figura 01: Exsicata da espécie Brosimum acutifolium herborizado no herbario da EMBRAPA. (Fonte:
Central de Extracdo da UFPA).

O uso da B. acutifolium é comum na medicina popular Amazénica, os indios Shipibo-
Conibo no rio Ucayali, utilizam a casca em decocg¢des para distarbios gastro-intestinais, para
purificar o sangue e regular o sistema nervoso. Os indios Wayépi, na Guiana, também
atribuem propriedades méagicas para a arvore, eles creem que o latex ajuda a protegé-los de
feiticos ruins, também preparam decocgéo das raizes para tratar dores de cabeca e melhorar a
mem©ria, e usam a casca em banhos para tratar febres (RAINFOREST-DATABASE, 2012).

Também € conhecido o uso da B. acutifolium Huber subsp. acutifolium como
alucindégeno em ritual xamanistico por indios das Guianas e do estado do Pard, da qual
Moretti et al. (2006) comprovaram a presenca do alucindgeno bufotenina como exclusivo
desta subespécie.

Esta espécie é amplamente utilizada na medicina popular no tratamento do
reumatismo e da artrite, bem como para as Ulceras gastricas e uUlceras da pele. Também é
relatado seu uso como afrodisiaca e tonica, sendo usada no passado no tratamento da sifilis,

que devido este uso, foi-lhe conferida o nome popular de "mercurio vegetal™, ja que o uso de



compostos mercuriais constituia o tratamento principal para a sifilis no final de 1800 e inicio
de 1900 (RAINFOREST-DATABASE, 2012).

Da casca da B. acutifolium ja foram isolados varios compostos de diferentes classes de
metabdlitos, dentre estes, destaca-se a presenca de compostos fendlicos como os flavonoides,
cujas moléculas sdo grande interesse bioldgico (TORRES et al., 1997, 1998, 2000;
TAKASHIMA et. al., 2002, 2005).

1.3 FLAVONOIDES

O estudo dos chamados metabdlitos secundarios, tornou-se de maior interesse quando
alguns cientistas, em meados do século XIX e inicio do seculo XX, estabeleceram a relacéo
destes com a cura de varias patologias. Os metabolitos secundarios sdo moléculas
biossintetizadas a partir dos metabolitos primarios (lipidios, carboidratos e aminoacidos), por
intermédio de reagdes enzimaticas ocorridas no interior das células vegetais (LEITE, 2009).

Como exemplo dos principais grupos de compostos do metabolismo secundario,
podemos citar: os alcaloides, os acidos organicos, os compostos fendlicos (simples ou
complexos como 0s taninos), as cumarinas, 0s glicosideos cardiotbnicos, as antraquinonas, as
saponinas, as lignanas, as mucilagens, os 6leos essenciais, as gomas, 0s compostos sulfurados
e os flavonoides (FERRO, 2008).

Os flavonoides constituem um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificado
entre os produtos de origem vegetal, principalmente dentre as angiospermas, sendo quase
ausente em algas. O termo flavonoide deriva do latim flavus, que significa amarelo, em
virtude da cor que estes conferem as flores. Quimicamente sdo heterosideos, cujo esqueleto

base contém 15 carbonos derivados dos fenilpropanoides (Fig. 02) (FERRO, 2008).

Figura 02: Estrutura basica de um flavonoide e seu sistema de numeracédo. (Fonte: TRUEBA, 2003).



Os flavonoides resultam da condensacdo de uma unidade 4-hidroxicinamoil-CoA,
originada da rota do chiquimato, com trés moléculas de malonil-CoA, integrante da rota do
acetato, sob acdo da enzima chalcona sintase. O acoplamento dessas quatro moléculas
promove a formacdo de uma chalcona, que estd em equilibrio com a forma ciclica de uma
flavanona (Fig. 03). Por sua vez, as chalconas atuam como precursoras de vasto numero de
derivados flavonoidicos, os quais sdo classificados em subclasses, como flavanonas, flavonas,
flavondis, flavanondis, leucoantocianidinas, catequinas, antocianidinas, isoflavonas e
biflavonoides (Fig. 04). (LEITE, 2009).
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Figura 03: Biossintese da chalcona, um intermediéario biossintético de flavonoides, e de uma
flavanona, no exemplo a biossintese do flavonoide naringenina. (Fonte: adaptada de DEWICK, 2009).



Sdo conhecidos mais de 4200 flavonoides, os de origem natural apresentam-se
frequentemente oxigenados e um grande namero ocorre conjugado com agucares (geninas
ligadas a unidade de aglcar), mas também podem aparecer na forma livre (geninas sem
unidade de aclcar) (FERRO, 2008; LEITE, 2009).
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Figura 04: Exemplo de alguns flavonoides e suas respectivas subclasses. (Fonte: LEITE, 2009).

Estudos farmacocinéticos demonstram que os glicosideos flavonicos apresentam baixa
absorcdo direta no trato gastrintestinal (devido a presenca do acucar), ja as geninas livres sdo
capazes de atravessar a parede intestinal mais facilmente, sendo assim melhor absorvidas em
relacdo aos glicosideos, no entanto, quando os glicosideos flavénicos s@o ingeridos na dieta
humana, esses compostos sofrem hidrélise por bactérias presentes na flora intestinal,

liberando a genina que sera absorvida no intestino (LEITE, 2009).



Os flavonoides sdo regularmente consumidos na dieta e estdo presentes em alta
concentracdo em frutos e em outros alimentos de origem vegetal, como no cha e em outras
bebidas. Assim muitos dos beneficios a saude relacionados a dieta Mediterranea, baseada no
consumo do vinho como acompanhamento nas alimentagdes, sdo atribuidos a presenca de
compostos fendlicos, dentre os quais os flavonoides (JOHNSON et al., 2009).

Estudos sugerem que a presenca dos flavonoides nos vegetais estaria envolvida na
protecdo dos tecidos da planta contra uma exposicao cronica a luz ultravioleta, ja que estas
moléculas apresentam propriedades antioxidantes. Assim, o consumo de flavonoides pode
fornecer protecdo de curto e de longo prazo contra o estresse oxidativo, através de uma
variedade de mecanismos (JOHNSON et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Muitos flavonoides sdo potentes antioxidantes, neutralizando espécies reativas de
oxigénio (EROs) toxicas, por doar ions hidrogénio. No entanto, potencialmente ainda mais
importante, os flavonoides podem modular multiplas vias de sinalizacdo intracelular e induzir
a expressdo de proteinas de fase Il, as quais sdo reguladas pelo fator de transcricdo, fator 2
relacionado ao NF-E2 (Nrf2), o qual se liga ao elemento de resposta antioxidante (ARE) no
nacleo das células, especificamente na regido promotora dos genes que transcrevem enzimas
antioxidantes enddgenas. A ativagdo Nrf2/ARE induz a produgéo da y-glutamilcisteina ligase
e glutationa-sintetase, enzimas que regulam etapas chave na biossintese da glutationa, além
disso induz superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, peroxiredoxinas,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), quinona oxidoredutases (NQOs) e
hemoxigenases (JOHNSON et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Juntas essas enzimas participam de um potente mecanismo antioxidante de defesa
celular que protegem contra o estresse oxidativo ao catalisar uma variedade de reagdes que
neutralizam EROs, eletrofilos toxicos e carcindgenos (JOHNSON et al., 2009; LEE et al.
2011) . Assim, o consumo de flavonoides pode fornecer protecdo de curto e de longo prazo
contra o estresse oxidativo através de uma variedade de mecanismos.

Além da acgdo antioxidante, os flavonoides também s&o conhecidos por apresentarem
muitas outras propriedades terapéuticas tais como efeito anti-inflamatorio, antialérgico,
hepato protetor, antitrombatico, antiviral e atividade anticarcinogénica (AALINKEEL et al.,
2008). Por exemplo, a apigenina, um flavonoide relativamente ndo toxico e ndo mutagénico,
pode suprimir a ativacdo do fator nuclear Kappa-B (NF-kB) mediado por fosfatidil inositol 3
cinase (PI3K) / proteina cinase B (também chamada Akt). Este fator nuclear € um indutor de
proteinas antiapoptoticas, principalmente a enzima cicloxigenase 2 (COX-2) (KANG et al.,

2009), a qual esta diretamente relacionada ao processo inflamatdrio. Assim, com a supresséo



da via do NF-xB, ¢ possivel explicar a resposta anti-inflamatdria que muitos flavonoides
apresentam.

Evidéncias recentes mostram que os flavonoides e seus metabolitos exercem outros
efeitos intracelulares, incluindo a habilidade de modular diretamente a via da proteina cinase
ativada por mitdgeno (MAPK), a qual regula um amplo nimero de processos, incluindo
crescimento e diferenciacdo celular, expressdo génica, mitose, mobilidade celular,
metabolismo, sobrevivéncia da célula, apoptose e embriogénese (KIM et al., 2008).

Torres (1998) isolou oito flavonoides (Fig. 05) da espécie B. acutifolium, que para
praticidade, foram nomeados de BAS (Brosimum acutifolium substancia). Destes, cinco sao
flavanas: (2S)-4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpirano)-flavana (BAS-1); (2S)-4’-hidroxi-7,8-(3"-
hidroxi-2”,2”-dimetildihidropirano)-flavana (BAS-2); (2S)-4’-hidroxi-7,8-[2”(2-
hidroisopropil)-dihidrofurano]-flavana  (BAS-3);  (2S)-7,4’-dihidroxi-8,(3,3-dimetilalil)-
flavana (BAS-4), denominada brosimina B (TORRES et. al., 2000); (2S)-7,3’-dihidroxi-4’-
metoxiflavana (BAS-5). Duas sdo chalconas: 4,2’-dihidroxi-3’,4’-(2”,2”-dimetilpirano)-
chalcona (BAS-6), também conhecida como hidroxilonchocarpina, e 4,2°,4’-trihidroxi-3’-
(3,3-dimetilalil)-chalcona (BAS-7), também conhecida como 4-hidroxiisocordoina ou
isobavachalcona; e uma flavanona: 4°,7-dihidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-flavanona (BAS-8),
também chamada de isobavachina. No presente trabalho foram testados quatro destes oitos
flavonoides, as flavanas BAS-1 e BAS-4, e as chalconas BAS-6 e BAS-7, visto que estas
formam pares que apresentam apenas como diferenca estrutural a ciclizagdo molecular com a

formacdo de um novo anel heterociclico.
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Figura 05: Flavonoides de Brosimum acutifolium. BAS-1: (2S)-4’-hidroxi-7,8-(2”,2”-dimetilpirano)-
flavana; BAS-2: (2S)-4’-hidroxi-7,8-(3”-hidroxi-2”,2”-dimetildihidropirano)-flavana; BAS-3: (2S)-4’-
hidroxi-7,8-[2’(2-hidroisopropil)-dihidrofurano]-flavana; BAS-4: (2S)-7.,4’-dihidroxi-8,(3,3-
dimetilalil)-flavana; BAS-5: (2S)-7,3’-dihidroxi-4’-metoxiflavana; BAS-6: 4,2’-dihidroxi-3’,4’-(2”,2”-
dimetilpirano)-chalcona; BAS-7: 4,2°,4’-trihidroxi-3’-(3,3-dimetilalil)-chalcona; e BAS-8: 4°,7-
dihidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-flavanona. (Fonte: TORRES, 1998).
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1.4 CICLO CELULAR

O destino das células no organismo ¢ ditado pelos sinais que cada uma delas recebe de
seus arredores, assim, quase todos os tipos de células normais ndo proliferardo a menos que
sejam induzidas a fazé-lo por fatores de crescimento mitogénicos. Além disso, sinais
extracelulares podem tambem fazer com que a célula adentre em um estado diferenciado, pos-
mitético, do qual ela ndo retornaré para continuar proliferando (WEINBERG, 2008).

Durante o ciclo de vida das células eucariticas, a replicacdo do &cido
desoxirribonucleico (ADN) esta limitada a um intervalo de tempo especifico, a fase S. Varios
mecanismos de controle asseguram que cada sequéncia de ADN cromossdmico seja replicado
apenas uma Unica vez no periodo de uma divisdo celular até a préoxima. Durante a fase de
mitose chamada M, observa-se a divisdo dos cromossomos homologos e a distribuicdo destes
de modo igualitario permitindo o surgimento de duas células filhas. Durante o ciclo celular
duas fases de intervalo, onde o conteido de ADN da célula ndo sofre alteracdo sdo observadas
e chamadas de G1 e G2, uma do fim da fase M até a fase S e a outra separando a fase S da
fase M, respectivamente (Fig. 06) (ALFIERI et al., 2009).

Quando privada de fatores de crescimento, as células de mamiferos deixam a fase G1
e entram num estado quiescente reversivel referido como GO0. Apoés a restauracdo dos fatores
de crescimento, vias de transducdo de sinal sdo ativadas, levando para o inicio da fase S. Um
ponto de controle importante na transicdo de GO/G1 para S é chamado de ponto de restricao
(R), e é definido como o ponto do ciclo celular em G1, ap6s o qual uma célula, mesmo apos a
remocdo de fatores de crescimento, ird entrar na fase S (Fig. 06) (ALFIERI et al., 2009).

Outros dois pontos de controle sdo observados: o ponto de verificagdo G2/M, onde o
sistema de controle desencadeia os eventos mitéticos iniciais que levam ao alinhamento dos
cromossomos no fuso metafasico, e o ponto de transi¢cdo entre metafase e anafase, onde o
sistema de controle estimula a separagdo das cromatides-irmas, levando a conclusao da mitose
e da citocinese (BLAGOSKLONNY & PARDEE, 2002; ALBERTS et al., 2010).

O controle do ciclo celular é realizado por proteinas cinase dependentes de ciclinas
(CDKs) (Fig. 06). Durante a maior parte da fase G1 do ciclo celular, duas CDKs de atividade
similar, CDK4 e CDKG®, estdo ativas e dependem das ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3). Apo6s
o ponto R na fase tardia de G1, as ciclinas do tipo E (E1 e E2) associam-se & CDK2 para
permitir a fosforilagio de substratos apropriados requeridos para a fase S. A medida que a
célula entra na fase S, as ciclinas do tipo A (Al e A2), substituem as ciclinas E como

parceiras da CDK2 e assim permitem a progressao da fase S. Mais tarde na fase S, as ciclinas
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A trocam de parceiras, deixando a CDK2 e associando-se a CDK1 chamada CDC2. A medida
que segue o ciclo celular, adentrando a fase G2, as ciclinas A séo substituidas como parceiras
de CDC2 pelas ciclinas tipo B (B1 e B2). Finalmente, no inicio da fase M, os complexos
formados entre CDC2 e ciclinas B desencadeiam varios eventos da profase, anéfase e tel6fase
(KALDIS & ALEEM, 2005; FOIJER & RIELE, 2006; WEINBERG, 2008).

desfosforilagéo

exlensdo da
fosforilagao de pRb

hipofosforilagao
D CDK4/6

hiperfosforilagao

E CDK2

Figura 06: Controle do ciclo celular efetuado pelas ciclinas A; B e E associadas com suas respectivas
cinases dependentes de ciclinas (CDK ou CDC). Também é representado a extensao da fosforilacéo da
proteina relacionada ao retinoblastoma (pRb) (Fonte: WEINBERG, 2008).

Os complexos ciclina-CDK também sdo regulados por inibidores de CDK (Fig. 07).
p15INK48 p18INK4C p19INK4D
especificas para complexos CDK4 e CDK®6, néo tendo efeito sobre CDC2 e CDK2. Os trés

Um grupo de quatro dessas proteinas, as INK4 (p16™<*4

), sdo
inibidores remanescentes, p21°"* (algumas vezes chamado p21"*™), p27""P* ¢ p57"IP2 tem
atividade mais ampla, inibindo nos estagios finais do ciclo (FOIJER & RIELE, 2006;
WEINBERG, 2008).

A proteina relacionada ao retinoblastoma (Rb) através de seu grau de fosforilagcédo
controla o progresso do ciclo celular, ela age durante a maior parte da fase G1 inibindo o
progresso do ciclo, porém ao ser hiperfosforilada no final de G1 deixa de ser ativa, e assim
permite com que a células passe pelo ponto R (WEINBERG, 2008; ALFIERI et al., 2009).
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Os genes reguladores do ciclo celular ttm uma grande importancia para o crescimento
dos gliomas. As vias Rb e p53, que governam a transicdo da fase G1 para S do ciclo celular,
podem sofrer mutacdes de inativagdo no glioblastoma. A auséncia ou mau funcionamento
destes guardides do ciclo celular torna as células tumorais sensiveis a divisdo celular
impulsionada por mitdégenos constitutivamente ativos, tais como fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) e proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK), fazendo com que estas células
proliferem intensamente (NIETO-SAMPEDRO et al., 2011).

p57Kip2
p16INKaA ) p27Kip1
p15INK4B

p18INK4aC

p19INK4aD p21Cip1

D 5
“d G B B dp

D-CDK4/6 E-CDK2 A-CDK2 A-CDC2 B-CDC2

Figura 07: Inibidores de cinases dependentes de ciclina. as INK4 (p16™"**, p15™<*® p18™NK4c
p19™K*P) "sao especificas para complexos CDK4/6. A p21°P, p27¥P e p57KP2 tém atividade mais
ampla, inibindo nos estagios finais do ciclo (Fonte: WEINBERG, 2008).

As MAPKSs pertencem a uma familia altamente conservada de serina/treonina cinases,
incluindo cinase regulada por sinal extracelular (ERK), proteina cinase ativada por mitdgeno
p38 (p38 MAPK) e cinase c-Jun NH2-terminal (JNK). Sdo todas moléculas de sinalizacdo
importantes no controle da resposta celular a estimulos de fora da célula, e podem ter seu
funcionamento alterado por tratamento farmacoldgico, tornando-se assim importantes alvos
investigados na pesquisa de novos quimioterapicos voltados para a terapia de muitos canceres
(KANDIL et al., 2013; KHARAZIHA et al., 2013; YANAE et al., 2011).

Ja a p53, em caso de agressdo ao ADN é conhecida por ativar a transcricdo de genes
como Noxa, Puma, Bax, Apaf-1, Fas, 0os quais participam no mecanismo de morte por
apoptose, assim como reprimir a transcricdo de Bcl-2 e IAP, os quais tem papel anti-
apoptotico. Contudo, independente do controle transcricional sobre esses genes, a p53
também tem sido envolvida no programa apoptatico por ativar diretamente a proteina Bax a

permeabilizar a mitocondria (BRAS et al., 2005).
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1.5 APOPTOSE E NECROSE

Historicamente duas formas de morte celular sdo distinguidas, a necrose e a apoptose
(morte celular programada). A necrose é frequentemente definida como uma forma
“violenta”, acidental, de morte celular iniciada por estimulo ambiental e resultando em uma
rapida ruptura da homeostasia. Como principal caracteristica da necrose, a célula incha e a
integridade da membrana plasmatica € perdida, com um subsequente influxo de &gua e a saida
de conteudo da célula para a periferia. O metabolismo energético é finalmente interrompido e
as organelas celulares desintegradas. Quando ocorre no tecido, tal processo pode desencadear
uma resposta inflamatoria (BOUJRAD, 2007; BRAS et al., 2005).

Jé& a apoptose tem sido descrita como uma sequencia tipica de eventos, iniciada com o
arredondamento da célula, perdendo o contato com a sua vizinhanga, a célula condensa e a
membrana plasmatica sofre convolugdo. No nicleo o ADN condensa e forma uma capa ao
longo da membrana nuclear interna. Por fim a célula apoptotica pode dividir-se em corpos
apoptaéticos, que sdo vesiculas contendo partes do contetdo celular, os quais serdo fagocitados
por macréfagos ou por células na vizinhanga, sem provocar um processo inflamatorio
(BOUJRAD, 2007). Neste processo ocorre exposicdo de fosfatidilserina na face extracelular
da membrana plasmatica, a qual tem papel sinalizador para o processo de fagocitose pelo
macréfago. Desse modo a detec¢do da exposicdo de fosfatidilserina no lado extracelular da
membrana plasmatica € comumente usada na pesquisa como indicador de célula em apoptose
(SCHUTTERS & REUTELINGSPERGER, 2010).

O processo apoptético pode ser dividido em trés fases: iniciacdo, decisdo e
degradacdo. Em muitos casos, a apoptose ocorre quando uma familia de cisteina proteases
conhecida como caspases sao ativadas, podendo assim o processo de morte ser referido como
caspase dependente ou independente. Recentemente, dados também indicam que haja uma via
ativa de necrose programada caspase independente (BOUJRAD, 2007).

De acordo com o envolvimento lisossomal, o processo de morte celular programada
pode ocorrer de trés formas. O processo de morte celular programada do tipo |, caracterizado
pelo enrugamento celular, fragmentacdo do ADN oligonucleosomal, condensacdo da
cromatina levando ao aparecimento de ndcleo picnoético e desintegracdo controlada da célula
dentro dos chamados corpos apoptéticos (BRAS et al., 2005).

Em contraste, o tipo Il é caracterizado por autofagocitose de organelas celulares. Esta
forma de morte celular é caracterizada primariamente pela formacgéo de vacutolos autofagicos,

tdo bem como pela dilatacdo da mitocondria e do reticulo endoplasmaético e leve alargamento
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do Golgi. Por fim o vacuolo autofagico fusionara com os lisossomos permitindo que o0s
componentes celulares sequestrados possam ser degradados (BRAS et al., 2005).

O tipo Ill, semelhante a necrose, é caracterizado pela auséncia de implicacdo
lisossomal e pode ser subdividido em duas categorias, I11A e [11B. Ambas sdo marcadas pelo
inchaco de organelas intracelulares, quebra da membrana plasmatica, e desintegracdo do
citoplasma, embora o tipo 11IB envolva uma destruicdo mais moderada do citoplasma, em
conjuncdo com dilatagdo de cisternas do reticulo endoplasmético rugoso e a habilidade de
matar a célula por heterofagocitose (BRAS et al., 2005).

A morte celular programada do tipo I, ou apoptose, € a melhor caracterizada. A
caracteristica chave desse processo € a ativacdo de caspases. Este modo de morte pode ser
ativado “via receptores de morte” também conhecida como “via extrinseca”, ou pela “via
mitocondrial” também chamada “via intrinseca” (Fig. 08) (BOUJRAD, 2007).

A via intrinseca envolve perda do potencial de membrana mitocondrial em resposta ao
sinal de morte, levando a permeabilizacdo da membrana externa desta organela. Isto dispara a
liberacdo de moléculas pré-apoptéticas como o citocromo ¢ e Smac/Diablo no citoplasma. O
citocromo ¢ liga-se ao fator 1 ativador de protease apoptética (Apaf-1), auxiliando na
oligomerizacdo e recrutamento de procaspase-9 para formar um apoptossomo funcional. Ao
mesmo tempo, Smac/Diablo inibem o Inibidor de Proteinas de Apoptose (IAPs). O complexo
apoptossomo proteoliticamente processa procaspase-9 para a forma ativa, o qual por fim leva
a morte celular por ativar o efetor caspase-3 (Fig. 08) (ARYA et al., 2007).

A via extrinseca transduz o sinal de morte através da ligacdo de um “ligante de morte
extracelular” como TNF-oq, ligante Fas [FasL]/ApolL/CD95L, Trail/Apo2L, Apo3L, aos seus
respectiveis receptores de superficie celular (Fig. 08). Permitindo que o dominio de morte
(DDs) destes receptores (receptor-1 do fator de necrose tumoral (TNFR-1) e receptor Faz)
interajam com seus respectivos adaptadores moleculares TRADD e FADD gerando o
complexo sinalizador de indugdo de morte (DISC) que ativa caspase-8, a qual por sua vez
dispara caspase 3 mediando eventos de morte celular (ARYA et al., 2007; BOUJRAD, 2007).

A via apoptdtica induzida por Fas tambeém pode recrutar a proteina adaptadora DAXX
em vez de FADD, para ativar a cinase-1 regulada por sinal de apoptose (ASK-1), a qual ativa
SAPK/JNK e assim disparar a apoptose (ARYA et al., 2007).

A via de sinal de morte extrinseca esta ligada a via intrinseca através das proteinas da
familia Bcl-2, a qual inclui membros tanto pré- (Bax, Bad, Bak, Bid, Bim, Puma, Noxa, Hrk)

e antiapoptotico (Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1, Al e Bcl-2). E o balanco entre as proteinas desta
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familia com fungdes opostas que atuam decidindo a liberacdo do citocromo ¢ e Smac/Diablo
da mitocondria (Fig. 08) (ALMAWI et al., 2004; ARYA et al., 2007).
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Figura 08: Vias de apoptose. E mostrado o processo “via receptores de morte” também chamada de
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“via extrinseca” e a “via mitocondrial” ou via intrinseca”. (Fonte:
http:www.sabiosciences.com/images/CellularApoptosis Pathway).
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Os sinais de inducdo de morte estdo intimamente ligados a sinais de sobrevivéncia.
Uma destas cascatas que promove a sobrevivéncia da célula utiliza a serina/treonina cinase
(Akt), a qual é ativada através do fosfoinositidio 3 cinase (PI(3)K) por varios fatores de
crescimento. A fosforilacdo estabiliza Akt, o qual além de ativar o NF-«xB, induz fosforilagido
do Bad, o qual resulta em maior dissociacdo do Bcl-XL. O Bad fosforilado é sequestrado pela
proteina citosolica 14-3-3, esta ndo permite sua translocacdo para a mitocondria e
consequentemente 0s eventos apoptoticos a seguir ndo serdo disparados (ARYA et al., 2007).

Assim a afericdo da taxa de ativagdo dos diferentes tipos de caspases, ou a
quantificacdo dos elementos da familia Bcl-2, ou medicdo da taxa de ativacdo da Akt, em
testes com drogas experimentais, serve como indicador da eficacia ou ndo do tratamento em

conduzir a ativacdo de morte por processo apoptético.

1.6 CANCER

O céancer é um termo usado para doencas nas quais células anormais tendem a se
dividir descontroladamente podendo invadir o tecido ao seu redor, constituindo as chamadas
neoplasias (NCI, 2012). Ndo ha um unico tipo de cancer, na verdade o cancer engloba um
conjunto de doencas com mais de cem tipos diferentes, haja vista que ndo € uma simples
colecdo homogénea de células, ao invés disso, um tumor é um sistema organico constituido de
compartimento neoplésico, com vasculatura associada, células inflamatdrias, e componentes
celulares e extracelulares reativos (RICH & EYLER, 2008; INCA, 2011).

As células neoplasicas também podem sair do local de origem e se espalhar através da
corrente sanguinea ou linfatica para outras partes do corpo num processo conhecido como
metastase. Desde que as células neoplésicas ndo se tornem invasivas, o tumor é considerado
benigno, o que normalmente permite sua remissdo completa por destruicdo ou remog¢édo. Um
tumor € considerado um cancer apenas se for maligno, ou seja, se suas células tiverem
adquirido a capacidade de invadir tecidos adjacentes (ALBERTS et al., 2010; NCI, 2012).

O processo pelo qual células normais tornam-se progressivamente malignas exige uma
aquisicdo sequencial de mutagdes que surgem como resposta de dano ao genoma. Esta
agressao gendmica pode resultar de processos enddgenos (erros na replicacdo do ADN, ataque
de radicais livres gerados durante o metabolismo) ou decorrente de interagdes com agentes

exogenos (radiacdo ionizante, agentes quimicos cancerigenos). As células possuem meios de
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reparo a tais danos, mas por varias razfes, ocorrem mutagdes com mudangas permanentes no
genoma levando ao desenvolvimento de neoplasias (BERTRAM, 2001).

Muitos canceres sdo nomeados pelo 6rgdo ou tipo de célula da qual se originou, por
exemplo, um cancer que se origina do colon é chamado de cancer de colon, canceres que tem
origem de células basais da pele sdo chamados de carcinoma de células basais (NCI, 2012).
Assim, os canceres sao classificados de acordo com os tecidos e os tipos celulares dos quais
eles derivam. Os derivados de células epiteliais sdo denominados de carcinomas (cancer mais
comum em humanos). Os sarcomas sdo os tumores derivados do tecido conectivo ou de
células musculares. Os canceres que ndo se enquadram em nenhuma dessas duas categorias
incluem as varias leucemias e linfomas, assim como os canceres derivados do sistema nervoso
(ALBERTS et al., 2010; NCI, 2012).

Os tumores benignos e malignos recebem nomes apropriados, por exemplo, um tumor
benigno de origem epitelial com uma estrutura do tipo glandular € um adenoma, engquanto o
tumor maligno é um adenocarcinoma, do mesmo modo um condrioma e um condriossarcoma
séo tumores benigno e maligno do tecido cartilaginoso (ALBERTS et al., 2010).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) estima que no ano 2030, pode-se esperar 27
milhdes de novos casos, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas vivas com cancer. No
Brasil as estimativas para 0 ano de 2012/2013 apontam a ocorréncia de aproximadamente
518.510 novos casos de cancer, 257.870 para 0 sexo masculino e 260.640 para o feminino
(Fig. 09). O céancer de pele do tipo ndo melanoma (134 mil) serd& o mais incidente na
populacao, seguido pelos de prostata (60 mil), mama feminina (53 mil), c6lon e reto (30 mil),
pulméo (27 mil), estbmago (20 mil) e colo do dtero (18 mil) (INCA, 2011).

Localizagao primaria  casosnovos percentual Localizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180  30.8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27.9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14.180 7.3% Calon e Reto 15.960 8.4%
Estomago 12,670 6,5% Gléndula Tireoide 10590 56%
Cavidade Oral 9.990 51% Traqueia, Bronquio e Puimao  10.110 53%
Eséfago 7.770 40% Estomago 7420 39%
Bexiga 6.210 32% Ovario 6.190 33%
Laringe 6.110 31% Corpo do Utero 4520 24%
Linfoma ndo Hodgkin 5190 2.7% Linfoma ndo Hodgkin 4450 24%
Sistema Nervoso Central 4820 25% Sistema Nervoso Central 4450 24%

*Nimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10

Figura 09: Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012 no
Brasil por sexo, exceto pele ndo melanoma. (Fonte: INCA, 2011).
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O cancer do sistema nervoso central (SNC) representa aproximadamente 2% de todas
as neoplasias malignas, sendo estimado entorno de 3,7/100.000 pessoas/ano para 0s homens e
2,6/100.000 pessoas/ano para o sexo feminino, mostrando assim uma incidéncia mais alta no
sexo masculino de 6:4. (MCCARTHY et al., 2009; SCHNEIDER, et al., 2010). No Brasil,
estima-se que no ano de 2012 houve 4.820 novos casos em homens e 4.450 em mulheres.
Esses valores correspondem a um risco estimado de 5/100 mil homens e 4/100 mil mulheres
(INCA, 2011).

Durante as Ultimas décadas, a incidéncia e a mortalidade relacionadas a tumores do
SNC aumentaram na maioria dos paises desenvolvidos. Parte desse aumento atribui-se a
introducdo de novas tecnologias diagnosticas, como a tomografia computadorizada, a
ressonancia magnética, entre outras (MCCARTHY et al., 2009; INCA, 2011). Tais tumores
compreendem uma grande familia de cancer com mais de 160 tipos (RICH & EYLER, 2008).
A maioria se origina no cérebro, nervos cranianos e meninges. A distribuicdo etaria apresenta
caracteristica peculiar, possuindo um pico em criancas e outro em adultos acima dos 45 anos.
Séo usualmente confinados dentro do tecido nervoso e somente raramente se espalham para
outras partes do corpo. Dependendo do tipo celular predominante na massa tumoral 0s
tumores derivados do neuroepitélio podem ser classificados em diferentes tipos (Tabela 01)
(VESCOVI et al., 2006).

Classificagdo dos Tumores Cerebrais pela OMS ‘

Tumores Astrociticos - Astrocitoma difuso (Grade I1)
- Astrocitoma anaplasico (Grade I11)
- Glioblastoma (Grade 1V)

Tumores Oligodendrogliais - Oligodendroglioma

Gliomas Mistos - Oligoastrocitoma

Tumores Ependimais - Ependimoma

Tumores Neuronal e Misto - Gangliocitoma

Tumores Neuronal/Glial - Tumor neuroepitelial disembrioplasico

- Ganglioglioma

Tumores embrionais - Neuroblastoma
- Meduloepitelioma
- Ependimoblastoma

Tumores do Neuroectoderma Primitivo - Meduloblastoma

Tabela 01. Principais tipos de tumores do Sistema Nervoso. (Fonte: Adaptado de Vescovi et al.,
2006).
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1.7 GLIOMAS

Os gliomas sdo os tumores malignos priméarios mais comuns do SNC, cerca de 30% a
40% de todos os tumores intracraniais (SCHNEIDER, et al., 2010). Eles formam um grupo
heterogéneo de tumores que apresentam algumas semelhancas histoldgicas com a glia, que
incluem os astrdcitos e oligodendrocitos (LIM et al., 2011; RICH & EYLER, 2008).

Quanto a etiologia, observa-se que somente de 1% a 5% dos gliomas podem ser
classificados como hereditarios, a grande maioria é esporddica (SCHNEIDER, et al., 2010). A
célula que da origem ao glioma é normalmente desconhecida. Uma teoria maior postula que
células-tronco neurais ou progenitores neurais sofram eventos transformantes quando ainda
estdo em uma fase de amplificacdo em trénsito durante o desenvolvimento. Outras evidéncias
apontam para a desdiferenciacdo induzida por mutacdo de células cerebrais maduras, tais
como astrécitos e oligodendrocitos (Fig. 10) (VAN MEIR et al., 2010).

Mutacbes

/—_/—\ Capacidade proliferativa
’ % ot s
/
Célula Progenitor Célula tumoral :

tronco Ampliacio Neural/Glia
neural das células Auto Renovacédo
em transito B
Tumor
;.
\ /¥ Diferenciagio
|
¥4 * 7‘ —s Proliferacio

Oligodendrécito  Astrocito —s Mutacdo

Figura 10: Possivel relacdo para a ontogénese da célula propagadora do cancer cerebral (BCPC) e da
formacdo do glioblastoma multiforme (GBM). (Fonte: Modificado de VAN MEIR et al., 2010).

Os principais tipos de gliomas sdo os astrocitomas, oligodendrogliomas, gliomas
mistos e ependimomas, sendo os astrocitomas a grande maioria (LIM et al., 2011). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica os astrocitomas histologicamente em quatro

graus de prognostico: grau | (astrocitoma pilocitico), grau Il (astrocitoma difuso), grau Il



20

(astrocitoma anaplasico) e grau IV (glioblastoma mutiforme ou GBM) (Tabela 02) (NIETO-
SAMPEDRO et al., 2011; KESARI, 2011).

Classificacdo dos Tumores do SNC pela OMS

Grau | Astrocitoma E um astrocitoma de crescimento lento que usualmente no se
Pilocitico espalha para outras partes do SNC.

Grau Il Astrocitoma de E também um astrocitoma de crescimento lento, mas cresce mais
Baixo Grau rapido que o astrocitoma pilocitico (Grau I). E pode ou nédo

invadir o tecido cerebral normal ao redor e dende a reaparecer
apos o tratamento.

Grau Il Astrocitoma Este astrocitoma maligno cresce mais rapido que o astrocitoma de
Anaplésico grau I1. Invade o tecido do cérebro e reaparece apds o tratamento.
Grau IV Glioblastoma E o mais maligno e de crescimento rapido dos astrocitomas.

Multiforme (GBM) Varios diferentes tipos de células podem ser observadas no tumor
sob microscépio, incluindo astrdcitos e oligodendrdcitos. Areas de
necrose podem ser observadas no centro do tumor. O GBM invade
muito rapidamente o tecido cerebral normal.

Tabela 02: Classificagdo dos tumores do SNC pela OMS. (Fonte: Modificado de NIETO-
SAMPEDRO et al., 2011).

A maioria dos tumores malignos no cérebro pertence aos grupos dos astrocitomas
anaplasicos (OMS grau 11) e dos glioblastomas (OMS grau V). Os astrocitomas anaplasicos
sdo neoplasmas difusamente infiltrantes, que demonstram anaplasia focal ou dispersa € um
alto indice de proliferacdo comparado com astrocitomas de menor grau (OMS grau 1 e I1). O
diagndstico histologico é principalmente baseado na atipia nuclear e atividade mitotica.
Radiologicamente, apresentam-se como massas com contraste parcial aumentado devido a
limitada desruptura da barreira hematoencefalica (VAN MEIR et al., 2010).

O GBM ¢ uma das formas mais agressiva e letal de cancer, a sua caracteristica
patognomonica quanto ao nivel tecidual € a presenca de areas de proliferacdo vascular e/ou
necrose (Fig. 11). Radiologicamente, os GBM apresentam contorno irregular e uma zona
periférica com forte contraste realcado ao redor de uma area escura, hipodensa necrosada
(VAN MEIR et al., 2010).
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Figura 11: Histopatologia de um caso tipico de glioblastoma mostrando tecido tumoral celular glial
com necrose central (x), com pseudopalisada nuclear perinecrética e proliferacdo microvascular
(setas). Coloragdo com hematoxilina & eosina; magnificacéo original 100x. (Fonte: PREUSSER et al.,
2011).

1.8 GLIOBLASTOMA

Segundo lacob et al. (2009) o GBM é responsavel por 12-15% de todos os tumores
cerebrais e de 50-60% dos astrocitomas. Sua incidéncia é menor que 10/100000 habitantes,
mas a sobrevida media apds o diagndstico é de pouco mais de um ano. A incidéncia €
razoavelmente constante em todo o mundo, levando a conclusdo que fatores ambientais,
geograficos e nutricionais provavelmente ndo desempenham um papel significativo para sua
insidéncia, tendo seu pico entre 45 e 70 anos, com uma crista em torno dos 58 anos. A
incidéncia em criancas é rara, somente 8,8% das criancas com tumor do SNC tem GBM e
casos congénitos sdo extremamente raros. N&o ha predisposi¢do familiar, porém ele é um
pouco mais comum nos homens que nas mulheres (1,5:1) e observa-se que a incidéncia em
negros é menor que de outros grupos étnicos como brancos, latinos e asiaticos.

A maioria dos GBM surge como tumor primario, embora aproximadamente 10% tenha
uma historia pregressa clinica de um astrocitoma de grau menor, neste caso estes sdo também
denominados glioblastomas secundarios e normalmente se desenvolvem em pacientes mais
jovens, com media de idade de 45 anos (BRENNAN, 2011; LIM et al., 2011; VAN MEIR et
al., 2010).

A maioria dos GBM parecem ter como origem uma acao espontanea, apesar de varias

doencas genéticas estarem associadas a uma maior incidéncia, incluindo esclerose tuberosa, a
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neurofibromatose tipo 1 e tipo 2, sindromes de von Hippel Lindau, Turcot e Li-Fraumeni
(IACOB et al., 2009; PREUSSER et al., 2011).

Segundo lacob et al. (2009) ha uma associa¢do comprovada entre 0 GBM e exposi¢do
a radiacdo ionizante ou cloreto de polivinila (um polimero utilizado normalmente na
construcdo civil), mas ndo foram encontradas ligacGes entre GBM e tabagismo, dieta, uso de
telefones celulares ou campos eletromagnéticos, no entanto, uma observacédo preocupante é o
fato de que a incidéncia do GBM esta aumentando em todas as faixas etérias, de forma que
ndo pode ser explicado pelo envelhecimento da populacdo ou melhores técnicas de deteccdo
precoce.

A superexpressao de oncogenes e varias mutagdes que levam a perda da funcdo de
genes supressores tumorais concorrem para a génese do GBM. A amplificacdo de oncogenes,
tais como o receptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR), bem como a perda de
supressores tumorais como PTEN no cromossoma 10, p53 no cromossomo 17, ou p16™A
sdo algumas das alteracGes genéticas mais comuns em GBM (BRENNAN, 2011; IACOB et
al., 2009; LIM et al., 2011).

A disfuncdo p53 interrompe a via seguinte da p14“%", o que impede o processo de
apoptose e promove mais a instabilidade gendmica. Geralmente, as muta¢Ges ocorrem com a
perda do alelo de tipo selvagem restante, de tal modo que as células tumorais expressam
apenas p53 aberrante (IACOB et al., 2009).

Segundo lacob et al. (2009) nos glioblastomas secundarios, 0s quais constituem <10%
de todos os GBM, a mutagdo TP53 é frequente e ocorre em cerca de dois tercos dos casos. Ja
em GBM primario apenas 25-30% dos casos tém mutacdes do gene p53, portanto, no total e
sem subclassificacdo, cerca de 2/3 de todos os GBM tem padrdo do tipo selvagem de p53.

A divisdo clinica em GBM primario e secundario também ¢é relevante do ponto de
vista de como diferentes eventos genéticos estdo incriminados em seu desenvolvimento.
Assim para 0 GBM primario, os principais fatores considerados sdo: a amplificagdo do EGFR,
a perda de PTEN e INK4a, todas ocorrendo quase simultaneamente ou em um breve periodo
de instabilidade genémica, correlacionando-se com uma historia clinica rapida, muitas vezes
inferior a 3 meses. Ja no GBM secundario, ha uma distinta sucesséo de eventos geneticos e o
curso é mais prolongado: inicialmente, ha ativacdo de vias de transducdo de sinalizag&o,
normalmente através da superexpressdo de fator de crescimento derivado de plaqueta
(PDGF), do receptor do PDGF (PDGFR), do Fator 2 de crescimento de fibroblasto (FGF2)
(em vez de EGFR); mutacdo p53; amplificacdo de CDK4; perda do Rb e perda de PTEN
liberando a via Akt (AGARWAL et al., 2011; IACOB et al., 2009).
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A principal forma de ativacdo da Ras em GBM ¢ através de EGFR, que pode estar
tanto superexpresso, e assim ser estimulado por fatores de crescimento exdgenos, ou numa
forma constitutivamente ativo, como € o caso de certas variantes mutantes, tal como o
EGFRVIII e assim influenciar na proliferagéo celular (IACOB et al., 2009).

Quanto a terapia do GBM, observa-se que o tratamento padrdo consiste de remocao
cirdrgica do tumor, seguida por quimioterapia e radioterapia. A temozolomida é o agente
quimioterapico mais comumente usado (BRENNAN, 2011; LIM et al., 2011; PREUSSER et
al, 2011). E um agente metilante oral, com excelente biodisponibilidade, sendo
espontaneamente hidrolisada a seu metabdlito ativo no pH fisioldgico, o qual rapidamente
penetra no SNC e metila ADN na posicdo O6 e N7 da guanina e na posicdo N3 da adenina
(CAVALIERE et al., 2007). Outra forma de tratamento € através do uso de nitrosureias,
agentes alquilantes, que incluem a carmustina e a lomustina, longamente utilizadas como
agente padrdo no tratamento de gliomas de alto grau. Estes agentes lipofilicos, que
rapidamente penetram a barreira hematoencefalica, agem formando adutos com o ADN que
séo convertidos em ligagdes cruzadas dentro do ADN (CAVALIERE et al., 2007)

Como as anormalidades nas vias de transducdo de sinal sdo caracteristicas comuns de
muitos tumores cerebrais resultando na proliferacdo descontrolada de células, sobrevivéncia e
resisténcia a apoptose, dentre os esforcos mais atrativos atuais na terapia do GBM estdo o de
uso de pequenas moléculas inibidoras de tirosina cinases ou que sejam capazes de inibir os

receptores das mesmas e assim impedir sua atividade, tais como as mostradas na figura 12.
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Figura 12: Alvo molecular na terapia de gliomas malignos. (Fonte: Agarwal et al., 2011).
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Apesar da intensa investigacdo ao longo das Gltimas décadas, o prognostico do GBM
continua sendo desalentador, pois a maioria dos pacientes com GBM morrem dentro de
aproximadamente 15 meses a partir do diagnostico (LIM et al., 2011; RICH & EYLER 2008;
VESCOVI et al., 2006), o que justifica 0 grande interesse na pesquisa de novos agentes
auxiliares para esta terapia, dentre os quais pode-se destacar o uso dos flavonoides, visto que
muitos compostos desta classe ja foram relatados como possuindo atividade contra muitos
tipos de cancer (THOMAS et al., 2012).

1.9 GLIOBLASTOMA C6

A linhagem celular do glioma C6 foi desenvolvida no final dos anos de 1960 no
“Sweet’s laboratory” por administra¢do repetida de metilnitrosoureia em ratos Wistar-Furth
adultos (JACOBS et al., 2011).

As células do glioma C6 compartilham varios marcadores tumorais histopatoldgicos
especificos com 0 GBM humano. O tumor de glioma C6, quando implantado em ratos Wistar,
demonstra regides de invasdo focal dentro do tecido nervoso similar ao padrdo infiltrado
difuso visto em GBM, além de apresentar areas de necrose, polimorfismo nuclear e elevada
razdo mitética. Em termo de marcador histopatoldgico, as células C6 expressam a proteina
S100B, mas nao expressam GFAP (proteina acidica fibrilar glial), e variavel nivel de vimetina
(JACOBS et al., 2011).

A genética da linhagem C6 oferece adicional comparacdo com o GBM. O gene
supressor de tumor pl6, conhecido por ter uma alta razdo de mutacdo em GBM, com
mutacdes no locus p16/CDKN2/NK4A, também ocorre em células de tumor C6. No entanto o
supressor de tumor p53, um dos mais frequentes genes mutados em GBM humano, difere na
linhagem C6 por apresentar proteina p53 tipo selvagem com minima expressdo de PTEN
(JACOBS et al., 2011).

Por estas caracteristicas a linhagem celular C6 é utilizada amplamente como
ferramenta de pesquisa tanto in vitro quanto in vivo no estudo sobre o comportamento e 0
tratamento do GBM (GROBBEN et al., 2002; HWANG et al., 2010; TANABE et al., 2011).
Assim, neste trabalho nds propomos um estudo da acdo dos flavonoides da B. acutifolium

como agente antineoplasico no modelo de GBM in vitro de células C6.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antineoplasico dos flavonoides BAS-1; BAS-4; BAS-6 e BAS-7,
isolados da espécie vegetal Brosimum acutifolium (Huber) Ducke em modelo in vitro de

glioblastoma multiforme.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar o efeito citotoxico de flavonoides isolados da espécie B. acutifolium em
cultura de células de glioblastoma C6 de rato;

o Demonstrar o grau de seguranca no tratamento com estas drogas, pela analise da
viabilidade de células ndo neoplasica e do teste de hemolise;

o Avaliar se concentracdes dos flavonoides testados que nao/pouco alteram a viabilidade
celular sdo capazes de modificar a capacidade migratéria das células C6 in vitro;

o Avaliar se uma exposicéao prévia das celulas C6 aos flavonoides é capaz de modificar a
capacidade de formac&o de coldnia destas células;

o Investigar se o tratamento com estes flavonoides altera o padréo de distribuicdo das
células C6 no ciclo celular;

o Investigar se o tratamento com estes flavonoides gera alteracdo na integridade do
potencial de membrana mitocondrial;

o Caracterizar o padrdo de morte no tratamento com os flavonoides da B. acutifolium, se
apoptético ou necrotico, por citometria de fluxo pela marcagdo com Anexina-V e iodeto de
propidio;

o Descrever as alteracOes ultraestruturais decorrentes do tratamento com os flavonoides

da B. acutifolium por microscopia eletronica de transmissao.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 FLAVONOIDES TESTADOS

Os flavonoides (2S)-4’-hidroxi-7,8-(2”*,2’’-dimetilpirano)-flavana (BAS-1) PM = 308;
7,4’-dihidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-flavana (BAS-4) PM = 310; 4,2’-dihidroxi-3’,4’-(2”,2”-
dimetilpirano)-chalcona (BAS-6) PM = 322; e 4-hidroxiisocordoina ou 4,2’,4’-trihidroxi,3’-
(3,3-dimetilalil)-chalcona (BAS-7) PM = 324; foram isolados da casca da espécie B.
acutifolium na Central de Extracdo da Pds-Graduacdo em Quimica da Universidade Federal
do Para.

Uma solucdo estoque dos flavonoides preparada previamente a 50 mM em
dimetilsulfoxido (DMSO) e armazenada a -20°C foi utilizada para o preparo das

concentracOes a serem testadas por diluicdo em meio de cultivo no momento do tratamento.

3.2 CULTURA CELULAR DE GLIOBLASTOMA C6 DE RATO

As células de glioblastoma C6 de rato foram cultivadas em garrafas de cultivo de 25
cm?, com meio nutritivo DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 10 U/ml
de penicilina e 10 pg/ml de gentamicina, em estufa a 37° C e atmosfera com 5 % de CO,,
efetuando-se a troca do meio a cada dois dias, até atingirem confluéncia adequada.

Para a realizacdo dos experimentos as células foram lavadas com tampdo fosfato
salino (PBS: NaCl 8 g/L; KCI 0,2013 g/L; Na,HPO,-7H,0 1,1528 g/L e KH,PO, 0,1905 g/L)
e dissociadas quimicamente (2 ml de tripsina 0,05 %; EDTA 0,02 % em PBS / 5 min),
seguido de inativagdo da tripsina com 4 ml de meio de cultivo e centrifugacdo (1500 rpm /5
min). O precipitado celular foi ressuspenso com 5 ml de meio e a concentragdo celular
determinada por contagem em hemocitdmetro de uma aliquota diluida em solucéo do corante
vital azul trypan 0,4% em PBS.

Para os experimentos de viabilidade celular as células foram semeadas na densidade
de 1x10° cél./ml em placas de cultivo de 24 pogos com 500 pl/poco. Para a microscopia de
contraste de fase, ensaio de migracdo celular e andlise da integridade do potencial de
membrana mitocondrial, a mesma densidade de célula foi semeada em placas de 12 pocos
com 1 ml/pogo, e para os ensaios de formacdo de coldnia, analise do ciclo celular, e de

apoptose/necrose por citometria de fluxo as células foram cultivadas em placas de 6 pocos
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com 2 ml/poco. Para a realizacdo da microscopia eletrénica de transmissdo, em virtude de o
processamento necessitar quantidade amostral maior de células, foi semeada 2x10° cél./ml em
garrafas de cultivo de 75 cm? com 15 ml de meio. As células foram cultivadas em estufa de
CO; por 24 h e entdo realizado o tratamento com diferentes concentracfes dos flavonoides
conforme a necessidade experimental. Para o teste de migracdo celular o tratamento foi

efetuado apds 48 h com o intuito de se obter melhor confluéncia entre as células.

3.3 CULTURA DE CELULAS DA GLIA

As células gliais foram utilizadas como parametro comparativo de modelo de célula
ndo neoplasica do SNC. Para a obtencdo destas células, um rato de dois dias p6s-natal, foi
rapidamente decapitado, o encéfalo dissecado, pequenos pedacos do cortex cerebral foram
removidos e dissociados quimicamente (solucdo de tripsina / 5 min), seguido de dissociacao
mecénica e centrifugacdo (1500 rpm / 5 min). O contetdo celular foi semeado em garrafa de
75 cm? e cultivado em estufa de CO, por duas semanas. Ao atingir confluéncia as células
foram lavadas com PBS, dissociadas quimicamente (solucdo de tripsina / 5 min),
centrifugadas, suspensas em meio e determinada a concentracdo de células por contagem em
hemocitdmetro com o uso do corante vital azul trypan. As células foram semeadas em placas
de 24 pocos na densidade de 1x10° cél./ml com volume de 500 pl/pogo e mantidas em estufa
de CO; por 24 h até a realizagdo do tratamento com os flavonoides testados para o ensaio de

viabilidade.

3.4 VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade dos flavonoides da B. acutifolium foi avaliada pela analise da
viabilidade celular estimada pelo método proposto por Tim Mosmann (1983) com
modificacdes, 0 qual consiste na conversdao do cromogeno soltvel, brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), pela acdo de desidrogenasses presentes em células
viaveis, em formazan pouco soltvel, o qual forma precipitado escuro no interior das células,
podendo ser solubilizado e lido em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 570 nm.

Foram realizados ensaios de curva de concentracdo dos flavonoides para determinar

quais concentracdes apresentariam melhores respostas citotoxicas no glioblastoma C6;
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também foram realizadas curvas temporais de viabilidade para demonstrar se o efeito
citotoxico promovido pelo flavonoide na célula C6 poderia ser imediato ou tardio; e ensaio de
viabilidade em cultura de glia para determinar o grau de seguranca do tratamento em um
modelo de célula ndo neoplésica.

Para 0 ensaio da curva de concentracdo, 24 h apds o semeio na placa de teste, as
células foram incubadas nas concentracdes de 25; 50; 75; 100 e 150 uM dos flavonoides
BAS-1; BAS-4; BAS-6 e BAS-7. O grupo Controle foi incubado apenas com meio de cultivo
e 0 grupo Veiculo com meio de cultivo contendo 0,3 % de DMSO, concentragdo igual a
apresentada na maior concentracdo de droga testada. Para todos os tratamentos foram
utilizados n = 4. Ao completar 24 h, o meio foi removido e as células incubadas por 2 h em
estufa de CO, com solugéo de 0,5 mg/ml de MTT em meio de cultivo. Ao termino deste
periodo, o sobrenadante foi removido e o formazan incorporado as células solubilizado com
300 pl de DMSO. Para a leitura em espectrofotdmetro o volume foi completado com 1 ml de
agua destilada e imediatamente a absorvancia foi determinada em comprimento de onda de
570 nm, contra um branco (300 pl de DMSO mais 1 ml de agua destilada). Os resultados
foram expressos como percentagem do grupo Controle.

Para o ensaio da curva de tempo, ap6s 24 h do semeio na placa de teste, as células
foram tratadas nas concentracdes de 75 pM para a BAS-1 e 100 uM para a BAS-4 e BAS-7,
concentracfes determinadas pela boa atividade demonstrada na curva de concentracdo. No
grupo controle foi adicionado apenas o meio de cultivo, sendo efetuada a incubacdo com
MTT nos tempos de 0 h; 3 h; 12 h; 24 h e 48 h de tratamento e o resultado expresso como
percentagem do tempo de zero hora. Para este ensaio foram usados n = 3.

Para o ensaio de viabilidade em cultura de glia, apos 24 h do semeio destas células em
placa de cultivo, foi realizado o tratamento nas concentragdes de 100 e 150 puM dos
flavonoides BAS-1, BAS-4, BAS-6 e BAS-7, além do grupo controle (somente com meio de
cultivo), por um periodo de 24 h, seguido da realiza¢cdo do MTT como anteriormente descrito.

Neste ensaio foram usados n = 3.

3.5 ENSAIO DE HEMOLISE

Para investigar se a morte provocada pelos flavonoides testados poderia ser em
decorréncia de uma desestruturacdo na integridade de membrana plasmatica foi realizado o

ensaio de hemolise.
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O sangue de um rato foi coletado com heparina, centrifugado (3000 rpm / 5min), 0s
eritrocitos lavados com solucéo salina (NaCl 0,85%; CaCl, 10mM), novamente centrifugados
e suspensos a 2 % em solucdo salina (solugdo de eritrdcito).

A incubac¢do do ensaio foi realizada em placa de 96 pogos, nele 100 ul dos flavonoides
BAS-1, BAS-4 e BAS-7 nas concentragdes de 200 uM e 300 uM (diluidos em salina) foram
adicionados na presenga de 100 pul da solugao de eritrocito, de modo que a concentracdo de
incubag¢do dos flavonoides foi de 100 uM e 150 pM. Como branco de cada amostra 100 pl do
respectivo flavonoide foi adicionado a 100 pl de salina. Como controle positivo de hemolise
foram incubados 80 pl de salina, mais 20 pl de Triton X-100 a 1% e 100 pl da solugao de
eritrocitos. Como controle negativo 100 pl de salina contendo 0,6 % de DMSO, quantidade
igual a da maior concentragdo do flavonoide testado, foi adicionado a 100 pl da solugdo de
eritrocito. Apos 1 h de incubacdo a placa foi centrifugada e 100 pl do sobrenadante
transferido para outra placa de 96 pocos, a qual foi lida em leitora de microplaca com filtro
para 450 nm. Os resultados foram expressos como percentagem em relacdo ao controle

positivo.

3.6 MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE

Para demonstrar o padrdo morfolégico das células C6 ap6s o tratamento com 0s
flavonoides da B. acutifolium foi realizada a captura de imagem com camera digital acoplada
a microscopio invertido com uso de objetiva de 40X. As células foram semeadas em placa de
12 pocos e apds 24 h, realizada a incubagdo com os flavonoides BAS-1, BAS-4, BAS-6 e
BAS-7 em diferentes concentragdes por 24 h, efetuando-se a captura de imagem ao fim deste

periodo.

3.7 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

Para avaliar a influéncia dos flavonoides da B. acutifolium na capacidade de migracao
das células C6, foi realizado o ensaio de migracao celular em placa de 12 pogos. Apos 48 h do
semeio nas placas de cultivo, foi realizado com a ponta de uma ponteira de 100 pl uma lesédo
transversal na area central da superficie de cultivo de cada poco. As células foram lavadas

com PBS e efetuado o tratamento com as drogas BSA-1; BAS-4; e BAS-7 nas concentragdes
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de 25 e 50 uM, além do Controle e do Veiculo. A migracdo celular para a area lesionada foi
acompanhada por captura de imagem usando camera digital acoplada a microscopio invertido

com contraste de fase, com uso de objetiva de 4x, nos tempos 0 h, 24 h e 48 h de tratamento.

3.8 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIA

Para avaliar se a exposic¢do previa aos flavonoides poderia comprometer a capacidade
proliferativa das células C6 posteriormente a esta exposi¢do, foi realizado o ensaio de
formacdo de colbnias. Para a realizacdo deste ensaio as células C6 foram primeiramente
semeadas em placa de 6 pocos, ao completar 24 h de cultivo foi realizado o tratamento nas
concentracOes eleitas de 50; 75; 100 uM dos flavonoides BAS-1 e BAS-4, e 50, 100 e 150
UM da BAS-7, além do Controle (meio de cultivo) e do Veiculo (0,3 % de DMSO).

Apbds 24 h de incubacdo as culturas foram lavadas 2x com PBS, dissociadas
quimicamente com solucgéo de tripsina (700 pl / 5 min), sequida de inativacao (1,5 ml de meio
de cultivo) e centrifugacdo (1500 rpm / 5min). O conteddo celular foi ressuspenso em 1 ml de
meio e efetuada a quantificacdo em hemocitdbmetro de uma aliquota diluida 1:1 em solucéo de
azul trypan 0,4 %.

Uma aliquota de 1000 células vidveis de cada tratamento foi semeada em placa de 6
cm de didmetro e cultivadas por 14 dias, efetuando-se a troca de meio a cada 3 dias. Ao fim
deste periodo a cultura foi lavada com PBS e corada com cristal violeta 0,25 % / etanol 50 %

por 30 min, sequida de 2 lavagens com PBS e realizacdo da captura digital de imagem.

3.9 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliar a influéncia dos flavonoides testados sobre o ciclo celular das células C6,
foi realizada a analise do ciclo celular por citometria de fluxo com uso do marcador
fluorescente de acidos nucléicos iodeto de propidio (PI). Para esta analise, ap6s 24 h do
semeio em placa de 12 pocos as células foram tratadas com os flavonoides nas concentracdes
de 25; 50; 75 e 100 uM para a BAS-1 e 25; 50; 75; 100 e 150 uM para a BAS-4 e BAS-7, por
24 h. Apo6s esse periodo, as células foram lavadas com PBS, com recuperacdo das células
soltas e dissociadas com solucdo de tripsina, seguido de inativacdo da tripsina, centrifugacéo,

lavagem do precipitado com PBS, nova centrifugacgéo e fixagdo em alcool 70 % a 4 °C por no
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maximo 1 semana. Apos a fixacdo as células foram lavadas duas vezes por ressuspensao em
PBS seguido de centrifugacdo. O precipitado celular foi entdo tratado com 50 pl de RNAse
(100 pg/ml) a 37 °C por 15 min, seguido da adig¢do de 200 pl de PI (50 pug/ml) e incubacéo no
escuro por 10 minutos, efetuando-se a analise em citdmetro de fluxo (BD FACSCanto II),

com o registro de 10000 eventos por amostra.

3.10 INTEGRIDADE DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (A¥w)

Como a perda da integridade do potencial de membrana mitocondrial (A¥r,), devido a
formacdo de poros na membrana permitindo a liberacdo de citocromo ¢ para o citosol, esta
intimamente relacionada ao desencadeamento de processo apoptético, foi realizada a analise
da integridade do AW, por citometria de fluxo usando o marcador JC-1 (iodeto de 5,5°,6,6’-
tetracloro-1,1°,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), o qual forma agregado no interior de
mitocondrias intactas gerando fluorescéncia vermelha, em mitocondrias onde o A¥r, entrou
em colapso, o marcador ndo se acumula dentro das mesmas, permanecendo no citosol na
forma monomérica o qual gera fluorescéncia verde.

Apbs 24 h do semeio das células C6 em placas de 12 pogos, foi realizada a incubacéo
por 24 h nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100 uM da BAS-1 e nas concentrag¢des de 25, 50,
75,100 e 150 uM para BAS-4 e BAS-7, para o controle foi utilizado apenas meio de cultivo e
no veiculo 0,3 % de DMSO. Apds este periodo as células foram lavadas com PBS, com
recuperacdo das células soltas, dissociadas quimicamente com solucdo de tripsina,
centrifugadas e suspensas com 250 pl de uma solucao de JC-1 a 20 uM em PBS e incubada
por 15 minutos no escuro até a realizacdo da leitura em citémetro de fluxo (BD FACSCanto
I1) com captura de emissdo em 590 nm (vermelho) e 530 nm (verde). Como branco para
calibracdo efetuou-se apenas a leitura de uma amostra de células normais na auséncia de JC-1.
Também foi realizado um controle positivo com células fixadas por 30 min em alcool 70%,

lavadas com PBS e processadas com JC-1.
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3.11 ANALISE DE APOPTOSE/NECROSE POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para caracterizar de forma especifica o padrdo de morte celular envolvido no
tratamento com os flavonoides da B. acutifolium, foi realizada a analise de apoptose/necrose
com o “kit Annexin V-FITC” (assay designs), o qual se baseia na capacidade da Anexina V-
FITC se ligar a fosfatidilserina exposta na face extracelular da membrana de células em
processo de apoptose e a incapacidade do iodeto de propidio (PI) de penetrar em celulas com
a membrana plasmatica integra, podendo marcar apenas aguelas em necrose ou apoptose
tardia.

Neste experimento, apos 24 h do semeio das células C6 em placa de 6 pocos, foi
realizado a incubagéo por 24 h com os flavonoides nas concentragdes de 25; 50; 75 e 100 uM
para a BAS-1 e 25; 50; 75; 100 e 150 uM para a BAS-4 e BAS-7, ap6s a incubagdo as células
foram lavadas com PBS, com recuperacdo das células soltas, dissociadas quimicamente com
solucdo de tripsina, centrifugadas, lavadas com PBS gelado, novamente centrifugadas e
suspensas com tampé&o de ligacéo gelado (protocolo do fabricante).

Numa aliquota de 96 pl do sobrenadante celular foi adicionado 1 pl da Anexina V-
FITC e 2,5 ul de PI (250 pg/ml), com incubacdo por 10 min em banho de gelo protegido da
luz. Apoés este periodo o volume foi completado para 250 pl com tampao de ligagdo e
realizada a leitura em citbmetro de fluxo (BD FACSCanto Il). Um branco contendo apenas
células normais sem marcacao foi efetuado para determinagdo dos quadrantes representativos

de células viaveis, apoptose recente, apoptose tardia e necrose.

3.12 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para demonstrar as alteragOes ultraestruturais decorrente do tratamento com os
flavonoides da B. acutifolium, foi realizada a analise por microscopia eletrbnica de
transmissdo. Para isto as células C6 foram incubadas por 24 h com diferentes concentracdes
dos flavonoides: 75 pM BAS-1; 75 uM e 100 pM BAS-4 e 150 pM BAS-7, tambeém foi
realizado um controle (meio de cultivo) e um veiculo (0,3 % de DMSO).

Apos o tratamento as células foram fixadas primeiramente com a solu¢do A (1% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 2.5% de sacarose em tampéao phem 0,1 M, pH 7,2); e
depois com a solucdo B (2,5% de glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 0,9 mL de cloreto de

célcio a 5 mM em tampéo cacodilato de sddio 0,1 M, pH 7,2).
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Apos a fixacdo as células foram lavadas trés vezes em tampao cacodilato de sodio 0,1
M e incubadas em solucéo contendo 1% tetroxido de 6smio e 1% de ferrocianeto de potassio
por 1 hora a 8°C. Em seguida foram lavadas trés vezes em tampao cacodilato de sédio a 0,1 M
e agua destilada, respectivamente, concluindo esse processo de contrastacdo com a incubacéo
das amostras em solucdo de acetato de uranila (1%) e acetona (2,5%) por 1 hora a 8°C.

As amostras foram desidratadas em série crescente de acetona (10 min a temperatura
ambiente), depois lentamente impregnadas em resina Epon (2:1; 1:1 e 1:2 acetona/Epon - 12
horas cada etapa). A seguir colocadas em Epon puro por 6 horas e depois em suporte para
polimerizacdo a 60° C por 72 horas. Os blocos polimerizados foram cortados em
ultramicrétomo (Leica EM UCS6) e os cortes obtidos contrastados durante 20 min com acetato
de uranila 5%, 5 min com citrato de chumbo e entdo observados em Microscépio Eletrdnico
de Transmissdo LEO 906 E.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Nos experimento que necessitaram analise estatisticas, foi realizada a analise de
variancia um critério (ANOVA) segui pelo teste de Tukey, com o uso do programa estatistico

BioEstat versao 5.0.
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4 RESULTADOS

4.1 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular das células C6 observada na curva de concentracdo da droga
BAS-1 incubada por 24 h (Fig. 13), mostra que para as concentracdes de 25 uM (101 + 3 %) e
50 uM (96 £ 7 %) ndo houve diferenca significativa em comparagéo ao controle (100 = 5 %),
no entanto para a concentracdo de 75 uM (51 £ 2 %) houve um comprometimento de 49 % na
viabilidade celular, mostrando assim ser esta concentracdo aproximadamente igual a 1Cs
neste sistema, ja com 100 uM (22 + 2 %) este comprometimento foi de 78 % e para 150 uM
(7 £ 2 %) uma diferenca de 93 % comparado ao controle. Também podemos constatar que o
tratamento com veiculo contendo 0,3 % de DMSO, ndo alterou a viabilidade (101 + 7 %)

qguando comparado ao controle (100 = 5 %).
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Figura 13: Viabilidade celular de glioblastoma C6 tratado por 24 h com a droga BAS-1 nas
concentracdes de 25; 50; 75; 100 e 150 uM. O grafico menor mostra a viabilidade do grupo Veiculo
(0,3 % de DMSO) em relacdo ao grupo Controle (meio de cultivo). n = 3-4 e **p<0,01 (ANOVA,
seguido do teste de Tukey).
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A figura 14 mostra a curva temporal de viabilidade apos o tratamento com 75 uM da
droga BAS-1, onde podemos observar a inclinagdo ascendente na viabilidade do grupo
controle, com um aumento de 17 % em 3 h (117 £ 2 %); de 48 % em 12 h (148 £ 1 %); 76 %
em 24 h (176 = 2 %) e 162 % em 48 h (262 + 7 %). No tratamento com BAS-1 observamos
um decréscimo na viabilidade com diferenca significativa em comparacédo ao tempo 0 h (100
+ 7 %) a partir de 3 h (64 + 5 %) mostrando uma reducédo equivalente a 36 %; em 12h (31 1
%) a reducdo foi de 69 % eem 24 h (27 =1 %) e 48 h (12 = 0 %) uma reducédo de 73 % e 88
% respectivamente. A analise intergrupo para cada hora em estudo mostrou diferenca

significativa ja a partir de 3 h de incubacao.
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Figura 14: Curva temporal de viabilidade do glioblastoma C6. A linha cheia representa o grupo
Controle e a linha tracejada o grupo tratado com 75 uM de BAS-1. A analise foi efetuada nos tempos
0; 3; 12; 24 e 48 h apds o tratamento. n = 3-4. *p<0,05; **p<0,01 em comparacdo ao tempo zero e
#p<0,01 em comparacdo ao mesmo tempo no grupo controle (ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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A figura 15 mostra a curva de concentracao para a viabilidade das células C6 tratadas
com a droga BAS-4 por 24 h, nela podemos observar que o tratamento com 25 uM, com uma
viabilidade de 93 £ 2 %, demonstrou uma diminuicéo significativa de 7 % na viabilidade em
relacdo ao controle; com 50 uM a viabilidade foi de 72 £+ 3 %, perfazendo uma reducédo de 28
%; com 75 UM a viabilidade foi de 47 £ 2 %, uma reducdo de 53%, mostrando ser esta
concentracdo proxima a ICsp. Para as concentracfes de 100 uM e 150 uM a viabilidade se
mostrou bastante reduzida com valores de 33 + 1 % e 7 = 2 %, perfazendo assim uma
diminuicdo de 87 % e 93 % respectivamente. Neste experimento a viabilidade do grupo
Veiculo (0,3 % de DMSO) foi de 99 + 3 % e do grupo Controle 100 + 3 %.
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Figura 15: Viabilidade celular de glioblastoma C6 tratado por 24 h com a droga BAS-4 nas
concentracdes de 25; 50; 75; 100 e 150 uM. O grafico menor representa a viabilidade do grupo
Veiculo (0,3 % de DMSO) em relagdo ao grupo Controle (meio de cultivo). n = 3-4 e **p<0,01
(ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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A figura 16 representa a curva temporal de viabilidade das células C6 apds o
tratamento com 100 uM da droga BAS-4. O comportamento da curva de viabilidade para o
grupo controle é igual ao descrito anteriormente para a figura 14. Podemos observar na figura
16 que o tratamento com 100 uM de BAS-4, no tempo de 3 h de incubagdo ndo demonstrou
diferenca significativa em relacdo ao tempo zero, com valores de viabilidade de 98 + 1 % e
100 £ 7 % respectivamente. No entanto com 12 h de incubacao a viabilidade foi de 84 + 2 %,
apresentando diferenca significativa com reducdo de 16 % em relagdo ao tempo zero. Para 0s
tempos maiores de 24 h e 48 h de incubacdo a viabilidade foi de 72 + 2 % e 51 + 0 %
respectivamente, o que perfaz uma diminuicdo de 28 % e 49 % comparados ao tempo inicial.
A andlise intergrupo, para uma mesma hora de incubagdo, mostrou diferenca significativa

para todos os intervalos de tempo em estudo.
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Figura 16: Curva temporal de viabilidade do glioblastoma C6. A linha cheia representa o grupo
Controle ¢ a linha tracejada o grupo tratado com 100 uM de BAS-4. A analise foi efetuada nos tempos
0; 3; 12; 24 e 48 h apds o tratamento. n = 3-4. *p<0,05; **p<0,01 em comparacdo ao tempo zero e
#p<0,01 em comparacdo ao mesmo tempo no grupo controle (ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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A andlise da viabilidade celular na curva de concentracdo da droga BAS-6, incubada
por 24 h (Fig. 17), mostra que para todas as concentracdes em teste ndo houve alteracdo
significativa em relagéo ao grupo controle, com valores de 105 + 4 % (25 pM); 108 + 4 % (50
pMM); 111 £ 3 % (100 puM) e 107 £ 2 % (150 uM). Com valores de viabilidade para o Controle

e 0 Veiculo de 100 =5 % e 105 + 7 % respectivamente.
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Figura 17: Viabilidade celular de glioblastoma C6 tratado por 24 h com a droga BAS-6 nas
concentraces de 25; 50; 75; 100 e 150 uM. O grafico menor representa a viabilidade do grupo
Veiculo (0,3 % de DMSO) em relagdo ao grupo Controle (meio de cultivo). n = 3-4 e *p<0,05
(ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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A figura 18 representa a viabilidade para a curva de concentracdo da droga BAS-7
apos 24 h de incubacdo, nela podemos observar que nao houve diferenca significativa para as
concentracOes de 25 uM (100 = 3 %) e 50 uM (97 % 2 %), no entanto para a concentracdo de
75 UM (66 £ 2 %) houve uma reducéo de 44 % e com 100 uM (46 £ 1 %) uma reducédo de 54
%, mostrando assim ser a ICsy entre as concentracbes de 75 puM e 100 pM. Para a
concentracdo de 150 uM a viabilidade foi de 12 £ 2 %, demonstrando uma diferenca 88 %
quando comparado ao Controle (100 £ 3 %). Neste experimento o grupo Veiculo (101 + 3 %)

também ndo apresentou diferenca em relacdo ao Controle.
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Figura 18: Viabilidade celular de glioblastoma C6 tratado por 24 h com a droga BAS-7 nas
concentraces de 25; 50; 75; 100 e 150 puM. O grafico menor representa a viabilidade do grupo
Veiculo (0,3 % de DMSO) em relagdo ao grupo Controle (meio de cultivo). n = 3-4 e **p<0,05
(ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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A figura 19 representa a curva temporal de viabilidade das células C6 apds o
tratamento com 100 uM da droga BAS-7. Nela podemos observar que apos 3 h de incubacéo
a viabilidade foi de 109 £ 2 %, ndo apresentando diferenca significativa em comparagédo ao
tempo zero de incubagdo (100 + 7 %), no entanto nos tempos de 12 h, 24 h e 48 h, j& se
observa um aumento significativo na viabilidade, com valores de 122 + 2 %, 134 £ 3 % e 150
+ 3 % respectivamente, porém com uma taxa de crescimento menor que a observada para o
grupo controle, o qual apresentou valores de 117 +2 %; 148 + 1 %; 176 £+ 2 % e 262 £ 7 %
para 0s tempos de 3 h; 12 h; 24 h e 48 h, respectivamente.
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Figura 19: Curva temporal de viabilidade do glioblastoma C6. A linha cheia representa o grupo
Controle ¢ a linha tracejada o grupo tratado com 100 uM de BAS-7. A analise foi efetuada nos tempos
0; 3; 12; 24 e 48 h apds o tratamento. n = 3-4. *p<0,05; **p<0,01 em comparacdo ao tempo zero e
#p<0,01 em comparacéo ao mesmo tempo no grupo controle (ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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4.2 VIABILIDADE DE CELULAS NAO NEOPLASICA (GLIA)

O tratamento com os flavonoides da Brosimum acutifolium em cultura de glia (Fig.
20), mostrou que a droga BAS-1 na concentracdo de 100 uM néo foi citotdxica (108 £ 5 %),
porém muito citotoxica na concentracdo de 150 uM, com a viabilidade igual a zero. A droga
BAS-4 ndo mostrou alteracdo significativa na concentracdo de 100 uM (103 + 2 %), com
apenas uma pequena reducédo de 24 % no tratamento com 150 puM (76 £ 4 %). O tratamento
com a droga BAS-6 ndo mostrou efeito citotoxico com as duas concentracdes testadas, com
98 + 2 % com 100 uM e 98 + 4 % com 150 uM. O tratamento com a droga BAS-7 mostrou
diferenca significativa em relacdo ao controle, porém tal diferenca ocorreu por aumento na
viabilidade e ndo por reducéo, apresentando um percentual de 120 £ 2 % para 100 uM e 118
* 2 para 150 pM.
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Figura 20: Viabilidade celular de cultura de glia tratada por 24 h com as drogas BAS (-1; -4; -6 e -7)
nas concentragdes 100 e 150 pM, mais o grupo cotrole e Veiculo (DMSO 0,3 %). n = 3-4 e *p<0,05
(ANOVA, seguido do teste de Tukey).



4.3 ENSAIO DE HEMOLISE

Para investigar se o tratamento com os flavonoides que demonstraram atividade
citotoxica para as células C6 poderiam estar causando a morte por colapso da membrana
plasmatica, foi realizado o teste de hemolise (Fig. 21). Nele podemos constatar que 150 uM

da droga BAS-1 gerou 41 + 3 % de hemolise, enquanto a incubacdo com 100 UM causou 20 +

2 %.

Para a BAS-4 os indices foram bem baixos com apenas 7 £ 1 % para 150 uM e 2 £ 0

% para 100 pM. O mesmo ocorrendo para a BAS-7, onde tanto para a concentracdo de 150

UM guanto de 100 uM, obteve-se 2 £ 0 %.
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Figura 21: Ensaio de hemdlise para a incubagdo com os flavonoides BAS-1, BAS-4 e BAS-7 nas
concentracdes de 150 e 100 pM. C+ Controle positivo. **p < 0,01 em relacdo ao controle positivo e

#p < 0,01 em relagdo intragrupo a concentracao ao lado (ANOVA, seguido do teste de Tukey).
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4.4 MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASE

As Figuras 22A e 22B mostram as alteracfes morfolégicas por microscopia de
contraste de fase do glioblastoma C6 tratado por 24 h com diferentes concentracGes dos
flavonoides da B. acutifolium. Nela podemos observar a morfologia normal do controle, com
células tipicamente fusiformes e algumas poucas globosas (em divisao celular) (Fig. 22A). O
mesmo aspecto foi observado no tratamento com o veiculo contendo 0,3 % de DMSO
(imagem ndo mostrada).

O tratamento com a droga BAS-1 na concentracdo de 25 pM nao mostrou diferenca
estrutural em relacdo ao controle, porém na concentracdo de 25 UM ja € possivel observar
vacuolizagdes no interior das células (seta verde), enquanto que na concentracdo de 75 UM as
células perderam por completo sua morfologia fusiforme, apresentando-se picnéticas (seta
branca).

Na figura 22B podemos observar que o tratamento com a droga BAS-4 ndo mostrou
diferenca em relacdo ao controle para a concentragdo de 25 UM, porém na concentracdo de 50
UM j& é possivel observar uma diminuicdo na densidade de células, com retracdo
citoplasmatica e algumas células picnéticas (seta branca). Com 75 uM o numero de células
em retracdo e picnoticas (seta branca) torna-se maior e com 100 uM todas as células ja se
apresentam picnoticas. Podemos observar que o tratamento com a droga BAS-6 a 150 UM néo
mostrou alteracGes estruturais quando comparada ao controle. O tratamento com a droga
BAS-7, ndo mostrou alteracdo morfoldgica nas concentracfes de 25 uM e 50 UM, porém em
75 UM o namero de células tornou-se menor, além de apresentar vacuolizacfes (seta verde),
com 100 uM o ndmero de células vacuolizadas tornou-se maior (seta verde), além de
aparecerem células picnoticas (seta branca). Com 150 uM todas as células apresentam-se
picndticas (seta branca).
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Figura 22A: Microscopia de contraste de fase apds tratamento por 24 h com as drogas BAS-1 e BAS-
4 em diferentes concentracdes, mais o controle. As setas brancas indicam células picndticas, as setas
verdes células com vacuolizacdo. Objetiva de 40x. Escala 10 pum.
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Figura 22B: Microscopia de contraste de fase apds tratamento por 24 h com as drogas BAS-6 (150
UM) e BAS-7 em diferentes concentragBes. As setas brancas indicam células picnoticas, as setas
verdes células com vacuolizacéo. Objetiva de 40x. Escala 10 pum.
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45 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

A capacidade migratoria das células C6 perante o tratamento com os flavonoides da B.
acutifolium foi avaliada pelo ensaio de migracao celular (Fig. 23), nele podemos constatar que
o tratamento com o veiculo (DMSO 0,3 %), demonstrou capacidade migratéria similar ao
controle, com pronunciada mobilizacdo de células para a zona de lesdo no intervalo de tempo
de 24 h, permitindo o completo fechamento desta no intervalo de 48 h.

O tratamento com a droga BAS-1 na concentragdo de 25 pM mostra diminuigdo na
taxa migratoria celular, caracterizada por uma maior abertura da zona de lesdo em
comparacdo ao controle observado no intervalo de 24 h e a presenca ainda de uma zona de
lesdo aberta apds 48 h de incubacdo, o0 mesmo efeito foi observado para a concentracdo de 50
MM, com uma abertura da lesdo em 48 h ainda mais evidente. Um padrdo semelhante pode ser

observado para o tratamento com as drogas BAS-4 e -7 nas concentrac¢des de 25 e 50 uM.

BAS-1 BAS-4 BAS-7

50 uM 25 uM 50 uM

Oh

24h

48h

Figura 23: Ensaio de migracdo celular das células C6 tratadas com BAS-1; BAS-4 e BAS-7 nas
concentracdes de 25 uM e 50 pM. Também ¢é mostrado o padrio de migragdo do controle e do
tratamento com veiculo (DMSO 0,3 %), nos tempos 0, 24 e 48 horas de incubacdo. Microscopia de
contraste de fase. Aumento de 50x.
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4.6 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIA

Para avaliar se uma exposi¢cdo prévia aos flavonoides da B. acutifolium poderiam
limitar a capacidade proliferativa das células C6, foi realizado o ensaio de formagdo de
colbnias (Fig. 24), nele podemos observar que a exposicdo prévia por 24 h com o veiculo
(DMSO 0,3 %) ndo modificou a capacidade proliferativa das células C6, apresentando
densidade de colbnias e tamanho similar ao do controle. No tratamento prévio com a droga
BAS-1 por 24 h, podemos constatar a diminui¢do na capacidade de formagéo de colénias com
0 aumento da concentracdo da droga, com 50 uM ja foi possivel observar uma reducdo no
numero de colbnias quando comparado ao controle, tornando-se mais evidente esta reducao
para a concentracdo de 75 pM, chegando a uma inibi¢do quase completa com a concentracdo
de 100 puM, apresentando apenas poucas coldnias e de tamanho rudimentar.

Um padrao similar ao descrito anteriormente foi observado no tratamento prévio com
a droga BAS-4, com 50 uM ja houve uma reducdo no nimero de col6nias, tornando-se bem
mais evidente com a concentracdo de 75 pM, mostrando uma reducdo acentuada com colénias
de pequena dimensdo com a concentracao de 100 puM.

No tratamento prévio com a droga BAS-7 também foi possivel observar uma
diminuicdo na capacidade de formacdo de coldénia com o aumento da concentracdo da droga
(50; 100 e 150 uM), o qual se mostrou bem evidente para as concentracdes de 100 uM e 150

UM, porém contendo ainda algumas coldnias com tamanho bem desenvolvido.
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Figura 24: Capacidade de formacéo de colbnias de células C6 ap0s o tratamento prévio por 24h com
as drogas BAS-1 (50; 75 e 100 uM); BAS-4 (50; 75 e 100 uM) e BAS-7 (50; 100 e 150 uM). C —
controle e V — veiculo (0,3 % DMSO). Foram semeadas 1000 células viaveis por placa e no 14° dia de
cultivo as col6nias foram coradas com cristal violeta.
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4.7 ANALISE DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Com o intuito de avaliar a influéncia dos flavonoides da B. acutifolium sobre o ciclo
celular das células C6, foi realizada a analise por citometria de fluxo com marcacdo com
iodeto de propidio. A figura 25 demonstra o padrdo de ciclo celular apos 24 h de exposicao a
diferentes concentracdes da droga BAS-1, neste ensaio o controle apresentou valores de 65,8
% em G1/G0, 8,0 % em S, 25,5 % em G2/M e 0,4 % em SubGoO.

O tratamento com veiculo (DMSO 0,3 %) ndo apresentou grande mudanca em relagao
ao controle, uma pequena diminuicdo em G1/G0 com valor de 62,8%, e em S com valor de
7,5 %, um pequeno aumento em G2/M mostrou um valor de 28,8 % e 0 SubGO com 0,3 %.

O tratamento com 25 uM e 50 uM também ndo apresentaram grande diferenca em
comparacdo ao controle, com valores de 63,9 % e 63,3 % em G1/GO0, 8,9 % e 8,1 % em S,
26,8 % e 28,2 % em G2/M e 0,2 % e 0,2 % em SubGO respectivamente.

Para a concentracdo de 75 UM observamos 69 % em G1/G0, uma reducdo em S com
5,5 %, 24,4 % em G2/M e 1,1 % em Sub/G0. No tratamento com 100 UM observamos uma
diminuicdo na percentagem de células no ciclo com 51,7 % em G1/GO0, 6,4 % em S e 18,7 %
em G2/M, com um aumento pronunciado na populacdo SubGO0 23,2 %.

A figura 26 apresenta a analise de citometria de fluxo para o ciclo celular no
tratamento com a droga BAS-4, nela podemos constatar que o controle apresentou valores
similar ao descrito anteriormente (G1/G0 62,3 %, S 8,1 %, G2/M 28,7 % e SubGO0 0,5 %), no
tratamento com 25 uM nédo houve grande mudanca (G1/GO0 63,1 %, uma pequena queda em S
5,5 %, G2/M 30,5 % e SubGO0 0,5 %). Com 50 UM as alteraces tornam-se mais pronunciadas
(aumento em G1/G0 69,6 %, queda em S 4,1 %, G2/M 25,3 % e SubGO0 0,7 %). De forma
diferente na concentracdo de 75 UM observa-se diminuicdo em G1/GO0 (58,7 %), queda mais
acentuada em S (3,2 %), aumento em G2/M (35,1 %) e em SubGO (2,7 %). O tratamento com
100 pM e 150 uM mostram um aumento no namero de células fora do ciclo celular (SubGO0)
indicativo de morte por apoptose (11 % e 21,4 % respectivamente), com diminui¢cdo da
populacdo G1/GO (56% e 42,1 %) e S (5,7 % e 5,1 %), com G2/M com pouca alteracdo em
relacdo ao controle com uma pequena queda para 100 uM (26,6%) e um pequeno aumento
para 150 uM (30,2%).
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Figura 25: Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo com uso de iodeto de propidio, em células
C6 apos 24 h de tratamento com a droga BAS-1 nas concentracoes de 25 uM, 50 uM, 75 puM e 100
MM, mostrando os pardmetros SubG0, G1/GO, S e G2/M. Também é mostrado o padrdo de ciclo
celular dos grupos controle e veiculo (DMSO 0,3 %).
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Figura 26: Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo com uso de iodeto de propidio, em células
C6 apds 24 h de tratamento com a droga BAS-4 nas concentragcdes de 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM
e 150 uM e controle, mostrando os parametros SubG0, G1/GO0, S e G2/M.

A figura 27 mostra a anélise do ciclo celular no tratamento com a droga BAS-7, nela
podemos constatar que em comparagao ao controle (G1/G0 58,6 %, S 8,3 %, G2/M 31,8 % e
SubGO0 0,7 %), o tratamento com 25 uM néo causou grandes modificacdes (G1/G0 61,3 %, S
7,1 %, G2/M 30,8 % e SubGO0 0,2 %), j& com 50 UM houve alteracdo (pequeno aumento em
G1/G0 63,5 %, S 7,6 %, pequena reducdo em G2/M 28,4 % e SubGO0 0,1 %), com 75 UM as
alteracdes foram ainda mais evidentes, aumento em G1/G0O (68,5 %), diminuicdo em S (5,1
%), reducdo em G2/M (25,9 %) e SubGO de 0,3 %. Com 100 uM foi possivel observar
aumento em G1/GO (64,6 %) e reducdo bem pronunciada em S (3,7 %), porém G2/M e
SubGO mostraram valores praticamente sem alteracdo (31,1 % e 0,5 % respectivamente). Ja
com 150 pM, observou-se diminuicdo em G1/GO e S (54,9 % e 2,5 % respectivamente),
aumento em G2/M (42,2 %) caracterizando uma maior retencdo das células nessa fase do
ciclo e baixo valor de SubGO0 (0,3 %).
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Figura 27: Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo com uso de iodeto de propidio, em células
C6 apds 24 h de tratamento com a droga BAS-7 nas concentracdes de 25 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM
e 150 uM e controle, mostrando os parametros SubG0, G1/GO0, S e G2/M.

48 ANALISE DA INTEGRIDADE DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (A¥y)

A figura 28 apresenta a analise da integridade do potencial de membrana mitocondrial
(AW¥n), nela é mostrada a distribuicdo das células nos quadrantes conforme a intensidade de
fluorescéncia vermelha e verde. Para o branco onde néo foi utilizado JC-1 99,8 % das células
mostram-se em Q3 e apenas 0,2 % em Q4. O controle positivo (células fixadas) foi realizado
como parametro da funcionalidade do método, nele podemos observar que 96,1 % (Q2) das
células apresentam perda da integridade mitocondrial e apenas 2,6 % apresentam ainda
mitocéndrias com potencial de membrana integro (Q4). A analise para o controle mostrou

98,3 % das celulas com alta fluorescéncia para o vermelho indicando a viabilidade
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mitocondrial das mesmas (98,3 % em Q4 sobre o eixo) e apenas 1 % das células (Q2) com
alta fluorescéncia verde indicativo de perda do A¥n,. O tratamento com veiculo também
apresentou a maioria das células com A¥y, integro (86,5 % em Q4) e apenas 2,8 % em Q2, no
entanto 10,5 % das células (Q3) apresentaram baixa marcacao (semelhante ao branco).

O tratamento com o flavonoide BAS-1 mostrou diminui¢do no nimero de células com
A¥p, intacto com o aumento da concentracdo de tratamento, com 25 UM a perda da
integridade do A¥, ocorre em 5 % das células (Q2), com 50 uM esse valor é de 7,4 % (Q2),
com 75 UM sobe para 28,7 % (Q2) e com 100 uM 29,4 % (Q2).
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Figura 28: Analise da integridade do potencial mitocondrial por citometria de fluxo com JC-1. A
fluorescéncia verde elevada representa células com perda do potencial mitocondrial, a fluorescéncia
vermelha elevada com baixa fluorescéncia verde indica as células viaveis. E mostrado o padrdo do
branco (auséncia de JC-1), controle positivo (células fixadas), controle e tratamento com BAS-1 nas
concentracdes de 25, 50, 75 e 100 uM.

A figura 29 apresenta a analise da integridade do AW, com o tratamento com a
droga BAS-4, nela podemos constatar que o tratamento com 25 uM, 50 uM e 75 pM, foram
capazes de aumentar o percentual de células com perda do AW, de 1 % (controle) para 10,7
%, 9,2 % e 10 % (Q2), mostrando ainda 87,4 %, 89,2 % e 88,8 % das células vidveis

respectivamente, mostrando ndo haver diferenca muito grande na resposta de uma
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concentracdo em relacdo a outra. No entanto com 100 uM a perda do A¥y, foi de 26 % (Q2)
com 73,7 % (Q4) ainda mostrando integridade mitocondrial. Com 150 uM a perda da
integridade do A¥, foi ainda maior (78,2 % em Q2) e somente 21 % (Q4) com AYy, integro.
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Figura 29: Andlise da integridade do potencial mitocondrial por citometria de fluxo com JC-1. A
fluorescéncia verde elevada representa células com perda do potencial mitocondrial, a fluorescéncia
vermelha elevada com baixa fluorescéncia verde indica as células viaveis. E mostrado o padrdo do
controle e tratamento com BAS-4 nas concentragdes de 25, 50, 75, 100 e 150 uM.

A figura 30 mostra o perfil do AWy, no tratamento com diferentes concentragdes da
droga BAS-7, nela podemos constatar que as concentra¢bes de 25 puM, 50 uM e 75 uM
(98,5%, 94,9 % e 97,7 % de viaveis Q4 e 0,5 %, 1,1 % e 1,3 % de células lesionadas Q2
respectivamente) ndo demonstraram diferenca grande na integridade do AW, quando
comparados ao controle (98,3 % viaveis Q4 e apenas 1 % lesionadas Q2). Os tratamentos com
100 uM e 150 uM mostraram aumento na taxa de células com mitocdndrias lesionadas (7,7 %

e 8,7 % em Q2 respectivamente), mantendo ainda 90,6 % e 89,3 % de células viaveis.
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Figura 30: Andlise da integridade do potencial mitocondrial por citometria de fluxo com JC-1. A
fluorescéncia verde elevada representa células com perda do potencial mitocondrial, a fluorescéncia
vermelha elevada com baixa fluorescéncia verde indica as células viaveis. E mostrado o padrdo do
controle e tratamento com BAS-7 nas concentragdes de 25, 50, 75, 100 e 150 uM.

4.9 ANALISE DE APOPTOSE/NECROSE POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliar se o processo de morte promovido pelos flavonoides da B. acutifolium
ocorre por apoptose, foi realizada a analise por citometria de fluxo para a marcagdo com
Anexina V-FITC/PI. A figura 31 mostra a intensidade de fluorescéncia das células C6. Para
ajuste dos quadrantes foi efetuado um branco na auséncia dos marcadores, nele podemos
constatar que 100 % das células apresentam-se no interior do quadrante representativo das
células viaveis. No Controle podemos observar 96,2 % das células como células viaveis e
somente 0,1 % de necrose, 3,4 % de apoptose e 0,3 % de apoptose tardia. O tratamento com o
veiculo (DMSO 0,3 %) mostrou padrdo similar com 99,3 % de células viaveis e somente 0,3

% de necrose, 0,3 % de apoptose e 0,3 % de apoptose tardia.
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Figura 31: Andlise por citometria de fluxo para apoptose/necrose usando como marcador anexina V-
FITC e iodeto de propidio. E mostrado o padrdo de distribuicio das células nos quadrantes viaveis,
apoptose, apoptose tardia e necrose para o branco (sem marcadores), o controle (incubado somente
com meio de cultivo) e o veiculo (incubado com 0,3 % de DMSO).

A figura 32 apresenta a taxa de apoptose/necrose para o tratamento por 24 h com a
droga BAS-1, nela podemos constatar que o controle apresentou 97 % de células viaveis, 1,5
% de apoptose, 1,2 % de apoptose tardia e somente 0,3 % de necrose. Na concentracdo de 25
MM ndo houve diferenca marcante em comparacdo ao controle, com valores de 96,3 % de
células viaveis, 2,7 % de apoptose, 0,9 % de apoptose tardia e 0,1 % de necrose. Com 0
aumento da concentracdo (50, 75 e 100 uM) podemos constatar uma diminuicdo na taxa de
células viaveis (90,3 %, 63,1 % e 4,1 %, respectivamente) e um aumento na taxa de apoptose
(7,9 %, 21,1 % e 57,4 %) e de apoptose tardia (1,7 %, 14,6 % e 37 %), com baixos valores de
necrose (0,2 %, 1,2 % e 1,6 %, respectivamente).

A figura 33 mostra o padrdo de apoptose/necrose para o tratamento com diferentes
concentrag0es da droga BAS-4, nela podemos constatar que o controle apresentou uma
viabilidade de 96, 2 % e apenas 3,4 % de apoptose, 0,3 % de apoptose tardia e 0,1 % de
necrose. O tratamento com 25 pM mostrou uma pequena diminuicdo no numero de células
viaveis (93,5 %), com 4,8 % de apoptose, 1 % de apoptose tardia e 0,1 % de necrose. Com 0
aumento da concentragdo (50, 75, 100 e 150 uM) houve diminui¢do consideravel no nimero
de ceélulas viaveis (90,9 %, 81,2 %, 64,2 % e 30,4 %, respectivamente) e aumento na taxa de
apoptose (7,9 %, 16,5 %, 33,7 % e 61,1 %), com pequeno aumento em apoptose tardia (0,7 %,
1,7 %, 1,9 % e 8,5 %), com baixa taxa de necrose (0,6 %, 0,6 %, 0,1 % e 0 %,

respectivamente.
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Figura 32: Analise por citometria de fluxo para apoptose/necrose, usando como marcador anexina V-
FITC e iodeto de propidio, em células C6 tratadas por 24 h com BAS-1 nas concentrac6es de 25, 50,
75 e 100 puM. Também é mostrado o padrdo de marcacéo para o branco (sem marcador) e controle
(incubado somente com meio de cultivo). Os quadrantes representam a distribuicdo das células em
viaveis, apoptose, apoptose tardia e necrose.
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Figura 33: Anélise por citometria de fluxo para apoptose/necrose, usando como marcador anexina V-
FITC e iodeto de propidio, em células C6 tratadas por 24 h com BAS-4 nas concentragdes de 25, 50,
75, 100 e 150 uM, e controle. Os quadrantes representam a distribuicdo das células em viaveis,
apoptose, apoptose tardia e necrose.
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A figura 34 mostra o padrdo de apoptose/necrose para o tratamento com diferentes
concentracfes da droga BAS-7, nela podemos constatar que comparado ao controle (97 %
vidvel, 1,5 % de apoptose, 1,2 % de apoptose tardia e 0,3 % de necrose), o tratamento com
concentragOes crescentes da BAS-7 (25, 50, 75 e 100 pM) promoveu diminui¢do na
viabilidade (87,1 %, 85,7 %, 83,4 % e 82,2 %, respectivamente) e aumento na taxa de
apoptose (10,2 %, 11,3 %, 12,8 % e 13,9 %), porém com pouca diferenca apresentada de uma
concentracdo para outra, também houve um pequeno aumento na populacdo de apoptose
tardia (2,3 %, 2,7 %, 3,2 % e 3,5 %) e baixa taxa de necrose (0,5 %, 0,3 %, 0,6 % e 0,3 %).
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Figura 34: Andlise por citometria de fluxo para apoptose/necrose, usando como marcador anexina V-
FITC e iodeto de propidio, em células C6 tratadas por 24 h com BAS-7 nas concentragdes de 25, 50,
75 e 100 uM, e controle. Os quadrantes representam a distribuicdo das células em viaveis, apoptose,
apoptose tardia e necrose.
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4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Uma vez demonstrado o padrdo de morte celular necrose/apoptose por citometria de
fluxo com Anexina V e iodeto de propidio, resolvemos investigar as alteracfes ultraestruturais
por microscopia eletrénica de transmissdo nas amostras tratadas com os flavonoides da B.
acutifolium, (Fig. 35a e 35b).

A figura 35a mostra em A (menor magnificacdo) e em B (campo ampliado) o padréo
estrutural celular normal do glioblastoma C6 (controle), nela é possivel distinguir a
morfologia nuclear com cromatina dispersa e homogénea, além da presenca de organelas
citoplasmaticas com aspecto normal com complexo de Golgi e mitocéndrias.

Em C (menor magnificacdo) e D (ampliacdo) (Fig. 35a) é mostrado o padrdo estrutural
apos o tratamento por 24 h com o veiculo contendo 0,3 % de DMSO, nestas imagens
podemos observar um padrdo morfologico similar ao controle, com nucleo apresentando
cromatina dispersa e de forma homogénea em seu interior, presenca de organelas
citoplasmaticas de aspecto normais tais como mitocondrias.

Em E (menor magnificacdo) e F (ampliacdo) (Fig. 35a) € mostrado as alteracdes
morfoldgicas decorrente do tratamento por 24 h com 75 uM da droga BAS-1, nelas podemos
constatar a presenca ainda da integridade da membrana plasmatica, porém com uma
acentuada mudanca no aspecto intracelular, a presenca de vacuolizacdo do citoplasma e
fendmeno indicativo de estresse em reticulo endoplasmatico, mostrando acimulo de pequenas
cisternas do mesmo no citosol e a presenca de uma figura formada por varias cisternas
agrupadas de limen expandido.

Na figura 35b, em G (menor magnificacdo) e H (ampliacdo) é mostrado o padrdo
estrutural das células C6 apos o tratamento por 24 h com 75 uM da droga BAS-4, nelas
podemos observar a integridade da membrana plasmatica, uma maior presenga de cromatina
condensada na periferia do nucleo, além da intensa quantidade de vacuolos no citoplasma. Em
I (menor magnificagdo) e J (ampliacdo) é mostrado o padrdo morfologico células apos a
incubacdo com 100 uM da droga BAS-4, alem de mostrar a intensa vacuoliza¢do no citosol,
tambem é possivel observar, em melhor destaque em J, a formacéo de figuras de mielina. Em
K (menor magnificacdo) e L (ampliacdo) é mostrado o aspecto estrutural do glioblastoma C6
apos o tratamento por 24 h com 150 uM da droga BAS-7, é possivel observar a integridade da
membrana plasmatica (K) e como principais alteracbes a presenca de vacuolizacdo no

citoplasma e também a presenca de corpos eletrodensos.
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Figura 35a: MET de glioblastoma C6. E mostrada a morfologia normal das células do controle em A
(menor magnificacdo) e em B (destaque ampliado) apresentando organelas e nucleo com aspecto
normal. Em C (menor magnificacdo) e D (ampliacdo) ¢ demonstrado o padrdo morfolégico do
tratamento com veiculo (0,3% de DMSO), revelando ndo haver mudanca no aspecto das estruturas
celulares. Em E (menor magnificacéo) e F (destaque ampliado) é mostrado o padrdo morfoldgico apds
0 tratamento por 24 h com 75 uM da droga BAS-1, onde é possivel ver a ocorréncia de processo de
vacuolizacdo (#), acimulo de pequenas cisternas de membrana no interior da célula (seta) e uma figura
com vérias cisternas aglomeradas de limen expandido (8). N — ndcleo; * - mitocondrias; G —
complexo de Golgi.
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Figura 35b: Microscopia eletronica de transmissdo de glioblastoma C6. Em G (menor magnificacéo)
e H (destaque ampliado) é mostrada as alteracdes ultraestruturais apds a incubacdo por 24 h com 75
UM de BAS-4, onde é possivel observar um nimero elevado de vacuolos no citosol (setas finas). Em |
(menor magnificacdo) e J (ampliagdo) é mostrada as alteracBes ultraestruturais decorrente da
incubacdo por 24 h com 100 uM de BAS-4, nele podemos constatar além do elevado nimero de
vactolos (setas finas), a presenca também de figura de mielina (seta cheia). Em K (menor
magnificacdo) e L (ampliacdo) é mostrada as alteragdes ultraestruturais decorrente da incubag&o por
24 h com 150 puM de BAS-7, onde ¢ possivel observar a presencga de vacuolos (setas finas) e corpos
eletrodensos no citosol (cabeca de seta). N — nlcleo.
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5  DISCUSSAO

Neste trabalho investigamos a atividade antineoplésica de flavonoides isolados da
casca da espécie vegetal Brosimum acutifolium em modelo de glioblastoma multiforme in
vitro. Dos oito flavonoides isolados por Torres (1998), por motivo de indisponibilidade na
quantidade de amostra, apenas 4 foram selecionados para teste, as flavanas (2S)-4’-hidroxi-
7,8-(27,2”-dimetilpirano)-flavana (BAS-1) e (2S)-7,4’-dihidroxi-8,(3,3-dimetilalil)-flavana
denominada por Torres et al. (2000) de Brosimina B (BAS-4), ¢ as chalconas 4,2’-dihidroxi-
3°,4’-(2”,2”-dimetilpirano)-chalcona (BAS-6) também conhecida como hidroxilonchocarpina,
e a 4,2°.4’-trihidroxi-3’-(3,3-dimetilalil)-chalcona (BAS-7), também conhecida como 4-
hidroxiisocordoina ou isobavachalcona.

E importante resaltar que dos flavonoides isolados da B. acutifolium por Torres
(1998), a flavana BAS-1 se mostra como 0 componente majoritario, e que no processo de
formacdo das mesmas, a primeira a surgir € a chalcona prenilada BAS-7, a qual age como
precursora das demais, de modo que a analise estrutural destes flavonoides (Fig. 05, p. 9)
mostra intima relagdo entre a chalcona prenilada BAS-7 e a piranochalcona BAS-6, assim
como entre a flavana prenilada BAS-4 e a piranoflavana BAS-1. Ainda segundo este autor
vale resaltar que flavanas ndo substituidas no anel heterociclico, como as apresentadas neste
estudo, sdo raras na natureza.

Dos flavonoides aqui apresentados, a chalcona BAS-7 conhecida com
isobavachalcona, ja € bem descrita na literatura por suas propriedades bioldgicas, tais como:
acao bactericida (KUETE et al., 2010); acdo agonista em receptor de estrégeno (ER),
principalmente para o receptor ERP (XIN et al., 2010); acdo inibidora da producéo de oxido
nitrico em macrdéfago (MATSUDA et al., 2009); supressora da expressdo da enzima oxido
nitrico sintase induzida por agonistas de receptores “Toll-like” (SHIN et al., 2013); inibicéo
da acil-CoA:colesterol aciltransferase (CHOI et al., 2008); inibi¢cdo da produgdo de melanina
em células de melanoma (OHNO et al., 2010); além da agdo em varios tipos de cancer, como
0 de ovario, carcinoma de pulmao, cancer de mama (JING et al., 2010), de prostata
(SZLISZKA et al., 2010) e em neuroblastoma (NISHIMURA et al., 2007). Porém ndo ha
relato de teste dessa droga em modelo de glioblastoma.

Devido os flavonoides serem pouco sollveis em meio aquoso, tendo que ser
solubilizadas previamente em DMSO para entdo serem diluidas em meio, adotamos como
concentracdo maxima de teste na viabilidade 150 uM, a qual estd de acordo com muitos

trabalhos da literatura cientifica que envolve a acdo de flavonoides como agente
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antineoplasico (KARMAKAR et al., 2009; LEE et al., 2012; NI et al., 2012). Nesta
concentracdo o contedo de DMSO na amostra foi de 0,3 %, quantidade que ndo demonstrou
alterar a viabilidade das células C6 no grupo veiculo (fig. 13, p. 34; fig. 15, p. 36; fig. 17 p. 38
e fig. 18, p. 39).

A analise de viabilidade celular do GBM C6 tratado com os flavonoides da B.
acutifolium, mostrou que tanto a flavana BAS1 quanto a flavana BAS-4, apresentaram bons
resultados em promover citotoxicidade, com 1Csy em 24 h de incubagéo préximo de 75 pM
tanto para a BAS-1 (Fig. 13, p. 34) e de 72 yuM para BAS-4 (Fig. 15, p. 36), no entanto
podemos verificar que a viabilidade celular no tratamento com BAS-1, ndo sofre mudanca
significativa até a concentracdo de 50 UM, apresentando uma queda brusca na viabilidade na
faixa de concentragdo entre 50 uM e 100 puM, ja o tratamento com a flavana BAS-4, mostrou
um declinio mais gradual na viabilidade com o aumento da concentracdo da droga, ja
apresentando diferenca significativa em relacdo ao controle nas concentracGes de 25 e 50 uM.
No entanto deve-se levar em consideracdo que a diferenca entre a concentracdo de 25 UM e 0
controle foi de apenas 7 % e que os desvios padrdes destes grupos foram pequenos.

A droga BAS-7 (Fig. 18, p. 39) apresentou uma 1Cs, aproximadamente de 95 pM, néo
apresentando diferenca significativa para as concentracdes de 25 uM e 50 uM, enquanto que a
chalcona BAS-6 (Fig. 17, p. 38) ndo apresentou diferenca significativa para nenhuma das
concentracOes testadas, mostrando assim ndo ser uma candidata a agente antineoplasico no
modelo de GBM C6 in vitro, e por este motivo néo testada nos demais ensaios neste trabalho.

A comparagdo do valor da 1Csy para uma droga com outra similar apresentada na
literatura deve ser sempre tomada com cautela, pois o valor da mesma pode depender de
muitos fatores, tais como o0 método de analise, tipo de célula na qual foi realizado o teste,
densidade de célula testada, tempo de exposi¢do a droga, entre outros, desse modo para 0s
flavonoides é possivel encontrar na literatura valores de 1Cs, tdo baixa quanto 15 pM,
engquanto outras situacdes podem apresentar valores muito mais elevados (ZHAO et al.,
2012). Assim, Priyadarsini et al. (2010) mostram que a quercetina, um flavonoide
amplamente conhecido por sua atividade antineoplasica, apresenta em modelo in vitro de
cancer cervical humano HelLa, uma ICs, igual a 80 uM, nesse aspecto nossos resultados para
a BAS-1, BAS-4 e BAS-7, mostraram ser tdo promissores quanto a quercetina, no entanto,
deve-se ressaltar que estamos falando de modelos de canceres bem distintos.

A atividade da BAS-7 (Isobavachalcona) ja foi descrita na literatura em varios tipos de
cancer. Ohno et al. (2010) mostram, em ensaio com MTT, que esta droga apresenta um valor

de I1Cso para 0 melanoma B16 de 17,5 pug/ml o equivalente a 54 uM, porém vale ressaltar que
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esta analise foi realizada apds quatro dias de exposicdo a droga, ja Jing et al. (2010) mostram
com 72 h de incubacdo, valores de ICsy de 7,92 UM para carcinoma de ovario humano
OVCAR-8; 15,06 UM em carcinoma de prostata humano PC3; 32 uM em carcinoma de
pulmdo humano A549; 28,29 UM em carcinoma de mama humano, estes autores também
demonstraram uma ICsy de 31,61 pM em linhagem L-02 uma célula normal de figado
humano e 31,30 uM em linhagem HUVEC (célula endotelial de veia de corddao umbilical
humano). No entanto Nishimura et al. (2007) mostram que para células neurais da camada
granular do cerebelo o valor de ICsy é superior a 100 uM, porém mostrou-se bastante ativa
contra células de neuroblastoma, com uma ICsy para incubagdo por 48 h de 5,61 uM em
linhagem IMR-32 e 6,22 UM em NB-39.

Takashima et al. (2005) em trabalho realizado com células leucémicas da linhagem
P388, relatam a atividade citotoxica de varios compostos da B. acutifolium, dentre os quais o
composto referente a BAS-1, o qual apresentou ICsp na incubacgdo por 72 h de 22 pg/ml, o
equivalente a 71,43 uM, um valor bem parecido com o que observamos para 0 GBM em 24 h
de tratamento. No entanto nenhum outro teste bioldgico adicional foi realizado por estes
pesquisadores.

Uma vez constatado a boa atividade citotdxica para os flavonoides BAS-1, BAS-4 e
BAS-7, resolvemos investigar se a incubacdo com estas drogas estaria gerando altera¢do na
viabilidade com tempo curto de exposicdo, 0 que poderia ser um indicativo de processo
necrotico, com possivel colapso de membrana plasmatica e extravasamento de conteldo
citosolico, ou se a manifestacdo na diminuicdo de viabilidade seria tardia, mais condizente
com um fenbmeno apoptdtico, o qual pode levar horas até que aja perda de funcdo da célula
(BOUJRAD et al., 2007).

Com base na resposta de viabilidade observada na curva de concentracao, elegemos as
concentracdes de 75 uM para a BAS-1 (Fig. 14, p. 35) e 100 uM para as drogas BAS-4 (Fig.
16, p. 37) e BAS-7 (Fig. 19, p. 40) a serem testadas em uma curva de tempo de exposicao.
Nesse teste o0 controle apresentou um comportamento natural ascendente no indice de
viabilidade no decorrer do tempo, mostrando diferenca significativa em relacdo ao tempo
inicial a partir de 3 h de incubacdo e alcancando mais de 2,5 vezes o valor da viabilidade
inicial no prazo de 48 h de incubacéo.

Para o tratamento com 75 uM da BAS-1 (Fig. 14, p. 35) podemos constatar que houve
reducdo consideravel da viabilidade celular com tempo curto de exposicao (36 % em 3 h e 69
% com 12 h), o que poderia sugerir uma maior extensdo de processo necrotico no fenémeno

de citotoxicidade gerado pela droga BAS-1. J& o tratamento com 100 uM da BAS-4 (Fig. 16,
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p. 37), mostrou reducdo gradual na viabilidade com o passar do tempo, ndo apresentando
diferenca significativa para o tempo de 3 h em relacdo ao momento inicial, estando assim
estes dados em conformidade ao esperado para a ocorréncia de fenbmeno de morte por
processo apoptdtico em tal tratamento. Assim a diferenca no comportamento entre as flavanas
BAS-1 (queda brusca na viabilidade para concentracdo acima de 50 uM (Fig. 13, p. 34) e
diminuicdo da viabilidade com tempo precoce de incubacdo (Fig. 14, p. 35)) e BAS-4
(decréscimo mais gradual tanto na curva de concentragdo quanto na curva de tempo (Fig. 15 e
16, pp. 36 e 37)) nos é sugestivo de que tais flavonoides podem apresentar mecanismos
distintos de agressdo celular.

A analise da curva de tempo para o tratamento com 100 uM da BAS-7 (Fig. 19, p. 40)
nos mostra que para esta concentragdo, ndo houve queda de viabilidade a valores inferiores ao
do tempo inicial ao longo do tempo de tratamento, mostrando sim um crescimento da
viabilidade, o qual se mostra significativo a partir de 12 h de incubacao, porém com uma taxa
de crescimento significativamente menor que a do grupo controle, 0 que nos € sugestivo de
que para esta concentracdo, possa estar havendo um efeito mais pronunciado citostatico, com
uma possivel diminuicdo na atividade do ciclo celular, concomitante ao efeito citotoxico
causador de morte, porém menos pronunciado.

Uma vez demonstrada a atividade citotoxica das flavanas BAS-1 e BAS-4 e da
chalcona BAS-7 nas células do glioblastoma C6, foi nosso interesse investigar se o tratamento
com estes flavonoides poderia ocasionar a morte em células ndo neoplésicas, para isso
elegemos como modelo comparativo a cultura de células gliais de rato, ja que o glioblastoma
C6 tem como origem este tipo celular (JACOBS et al.,, 2011), e escolhemos como
concentragOes as duas maiores testadas no glioblastoma (100 uM e 150 pM).

A andlise deste resultado (Fig. 20, p. 41) nos mostra que a droga BAS-1 na
concentra¢do de 150 puM, assim como no GBM, foi extremamente toxica para este tipo de
célula, porém a concentracdo de 100 uM a qual é também extremamente agressiva para o
GBM, ndo mostrou alterar a viabilidade das células gliais, o que nos leva a concluir que uma
terapia com concentragcdes inferiores a 100 UM pode ser viavel, uma vez que em
concentracfes mais elevadas pode gerar toxicidade nas células ndo neoplasicas.

O tratamento da cultura de glia com a droga BAS-4 (Fig. 20, p. 41) na concentracao de
100 uM ndo demonstrou alteragcdo significativa em relagdo ao controle, enquanto para a
concentracdo de 150 uM houve uma reducéo significativa de 24 % na viabilidade, no entanto

comparado ao efeito desta concentragcdo no glioblastoma, onde houve uma reducdo de 93 %
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(Fig. 15, p. 36), podemos considerar que esta droga apresenta um bom grau de seguranca para
célula ndo neoplasica.

O tratamento das celulas gliais com a chalcona BAS-6 (Fig. 20, p. 41) de modo similar
ao observado no tratamento do glioblastoma com esta droga (Fig. 17, p. 38) ndo demonstrou
diferenca significativa para nenhuma das duas concentracdes testadas. Enquanto o tratamento
das células gliais com a chalcona BAS-7 (Fig. 20, p. 41), mostrou tanto para a concentracao
de 100 pM quanto para 150 pM, um pequeno aumento na viabilidade, enquanto que o
tratamento com as mesmas concentracdes na célula C6 promoveu uma reducdo de 54 % e 88
% respectivamente (Fig. 18, p. 39).

Em um trabalho realizado com células ndo neoplésica de fibroblasto embrionario de
pulm&o humano (Tig-1) e células endoteliais de veia umbilical humana (HUVE), Matsuo et
al. (2005) demonstraram a ICsy para varios flavonoides nestes dois tipos de células
respectivamente (apigenina 110 pM e 110 pM; eriodictiol 410 pM e 112 uM; 3-
hidroxiflavona 40,4 uM e 64 uM; kaempherol 221 uM e 167 uM; luteolina 107 uM e 57 pM;
naringenina >300 uM e 108 uM; quercetina 303 uM e 61 pM; taxifolina >300 uM e >200
pHM). Comparado a esses resultados podemos considerar que os flavonoides testados nesta
tese apresentaram baixo efeito citotdxico para a célula ndo neoplasica, visto que somente a
concentracdo de 150 uM da BAS-1 apresentou valor de viabilidade inferior ao da ICsq para
esse tipo celular (Fig. 18, p. 39).

Uma vez demonstrado que os flavonoides avaliados neste trabalho apresentam menor
atividade citotdxica para células ndo neoplésicas, foi nosso intuito investigar também o grau
de seguranca, no tratamento com estas drogas, para a integridade de membrana plasmatica de
eritrocitos (Fig. 21, p. 42). Nesse ensaio a droga BAS-7 mostrou ser a mais segura com indice
de hemolise inferior a 3 % para as duas concentragdes avaliadas (150 uM e 100 uM). A droga
BAS-4 também mostrou ser bastante segura, com indice de hemolise inferior a 10 % para a
maior concentragéo testada de 150 uM (7 + 1 %). Nesse aspecto a droga BAS-1 mostrou ser a
menos segura, apresentando indice de hemdlise de 41 £ 3 % em 150 uM e 20 = 2 % no
tratamento com 100 UM, o que ainda representa valores inferiores a ECsy para hemolise com
essas concentracoes.

O fato de a droga BAS-1 ter mostrado um grau maior de hemdlise em comparacao as
demais, ndo significa uma inviabilidade terapéutica para esta droga, pois muitos farmacos,
dentro de um limite toleravel, podem desencadear processo hemolitico, dentre eles o
tamoxifeno, muito utilizado na terapia de cancer de mama (CRUZ SILVA et al., 2000). Esta

diferenca de comportamento da droga BAS-1 em relagdo as demais, reforca a ideia da
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participacdo de mecanismos diferentes no processo de lesdo celular do glioblastoma, porém
somente com esta analise ndo pode ser conclusivo que um processo necrético esteja sendo
mais efetivo no tratamento com a BAS-1.

Também investigamos o aspecto morfoldgico do glioblastoma C6 no tratamento com
os flavonoides da B. acutifolium, por microscopia de contraste de fase (Fig. 22A e 22B, pp. 44
e 45). Nesse resultado podemos constatar uma morfologia normal das células, para o
tratamento com 25 pM, tanto para a BAS-1, BAS-4 e BAS-7, apresentando a maioria das
células o seu aspecto tipico fusiforme em cultura, além da presenca de algumas células
globosas, caracteristica de célula em divisdo celular.

O tratamento com a concentracdo de 50 UM, de modo similar ao observado no ensaio
de viabilidade, ndo demonstrou alteragdo detectavel para a incubagdo com a chalcona BAS-7,
porém apresentou mudancas morfologicas e no nimero de celulas para a incubagdo com as
flavanas BAS-1 e BAS-4, com a presenca de vacuolizacdo para a BAS-1 e algumas células
com aspecto tipico apoptotico, com perda do aspecto fusiforme acompanhado de presenca de
corpos apoptoticos, para a BAS-4.

O tratamento com 75 pM mostrou uma intensificacdo nas alteragbes estruturais,
mostrando um efeito bem acentuado com praticamente todas as células apresentando aspecto
picndtico para o tratamento com BAS-1 e uma taxa maior de células também picndticas para a
BAS-4, ja para a BAS-7, com esta concentracdo foi possivel observar uma menor densidade
de células, mantendo ainda o aspecto fusiforme, porém com a presenca de vacuolizagdo no
citoplasma.

O tratamento com 100 uM tanto para a BAS-1 (imagem ndo mostrada) quanto para a
BAS-4, mostrou a completa perda da morfologia natural das células, mostrando apenas
células com aspecto picndtico, enquanto para a BAS-7 nessa concentracdo ainda é possivel
distinguir uma populacdo de células em processo de perda da morfologia fusiforme,
apresentando em seu interior processo de vacuolizagdo, e outra populagdo com aspecto
picnotico indicativo de um processo ja mais avancado na morte celular programada, o que
estd de acordo com o observado no ensaio de viabilidade no qual as drogas BAS-1 e BAS-4
mostraram ser mais potentes que a BAS-7. Tais alteracbes morfoldgicas apresentadas para as
drogas BAS-1, BAS-4 e BAS-7, estdo de acordo com o descrito na literatura, para a acéo de
muitas drogas indutoras de morte programada observada em células de gliomas (BILIR et al.,
2008; LIU et al., 2011; OVERMEYER et al., 2011).
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Também avaliamos o tratamento com 150 pM da droga BAS-6, a qual em
conformidade ao resultado de viabilidade, ndo apresentou diferenca no padrdo morfologico
em relagédo ao controle.

Uma das problemaéticas na terapia do GBM é o fato deste apresentar fenébmeno de
migracdo, invadindo o tecido nervoso normal ao seu redor, sem formar um limite nitido entre
0 neoplasma e o tecido normal, o que limita a capacidade de tratamento por resseccao
cirurgica, permitindo comumente a recidiva do cancer (VAN MEIR et al., 2010). Neste
aspecto uma droga que promova reducdo da capacidade migratoria do GBM, pode apresentar
um papel atil como terapia auxiliar no seu tratamento.

A literatura mostra que flavonoides como a quercetina, apresentam atividade
antiproliferativa e inibidora de migragdo celular em céncer, inclusive em glioblastoma
(BISHAYEE et al., 2013; MICHAUD-LEVESQUE et al, 2012), com base nisso, foi de nosso
interesse investigar se o tratamento com baixas concentracdes dos flavonoides BAS-1, BAS-4
e BAS-7 poderiam estar influenciando na capacidade migratéria das células C6 (Figura 23, p.
46). Para isso elegemos as concentragdes de teste de 25 UM e 50 pM, por terem apresentado
menor alteracdo de viabilidade e morfologia celular. Neste tratamento tanto a concentracéo de
25 UM quanto 50 uM da BAS-1, BAS-4 e BAS-7 foram efetivas em diminuir a migracdo das
células para zona de lesdo na placa, também foi demonstrado que o conteudo de DMSO
presente como diluente das drogas ndo estava interferindo na capacidade migratéria das
células, visto que a capacidade migratéria no grupo veiculo foi igual ao do controle.

Segundo Michaud-Levesque et al. (2012), a acdo do flavonoide quercetina em
promover a diminuicdo na migracdo celular deve-se a esta molécula poder interferir
bloqueando a sinalizagéo estimulada por interleucina 2 (IL-2) na via da JAK/STAT-3, a qual
em glioblastoma o STAT-3 age como oncogene hiperexpresso. Assim este flavonoide
promoveria uma reducdo da transcricdo de genes ativados por STAT-3, dentre 0s quais 0s
responsaveis por fendmenos de migracdo celular e do controle do ciclo celular como a ciclina
D1. Assim uma possivel acdo dos flavonoides da B. acutifolium em promover diminui¢do na
migracdo celular pode ser por este mecanismo descrito, no entanto, ndo foi possivel neste
trabalho analisarmos o padrdo de expressao e atividade da via JAK/STAT-3 em nosso modelo
de estudo.

Sabe-se que uma das problematicas na quimioterapia do céancer, inclusive no GBM, é
o fato de que este apresenta células tronco no interior da massa tumoral, as quais podem
assumir uma caracteristica quiescente, entrando no ciclo celular somente quando em respostas

a estimulos externos, tais como fatores de crescimento, no entanto, na forma quiescente,
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dificilmente podem ser alvo do tratamento classico, o qual preferencialmente tem como alvo
células em intensa proliferacdo, representando assim, uma forma de resisténcia ao tratamento
quimeoterapico e contribuindo para a recidiva do tumor no termino do tratamento caso ndo
sejam totalmente eliminadas (KANU et al., 2009)

Com base no pressuposto, foi nossa intencdo investigar se a pré-exposicao das células
C6 por 24 h com os flavonoides BAS-1, BAS-4 e BAS-7, poderia limitar a capacidade
proliferativa destas ap0s o tratamento, prejudicando assim, a formacgdo de novas colénias (Fig.
24, p. 48). Em nosso resultado, podemos constatar que o pré-tratamento com 50 puM, para as
trés drogas testadas, foi capaz de promover uma pequena reducdo na capacidade formadora de
colbnias, a qual se torna bem evidente no pré-tratamento com 100 uM, onde é possivel ver o
pouco numero de coldnias formadas e com tamanho rudimentar, com melhor efeito visto para
a droga BAS-1, seguido da BAS-4 e menor na BAS-7. Ndo foi possivel a realizacdo do ensaio
com as concentracdes de 150 uM para as drogas BAS-1 e BAS-4, pois ndo apresentaram
numero suficiente de células viaveis apds o pré-tratamento, porém foi possivel realizar para a
droga BAS-7, a qual mostrou reducdo bastante intensa no ndmero de coldnias formadas,
porém com algumas col6nias ainda apresentando tamanho bem desenvolvido em meio as
demais de pequena dimensao.

A diminuicdo na capacidade migratoria, aliada a reducdo na capacidade de formacao
de novas col6nias confirma, entdo, a boa atividade dos flavonoides BAS-1, BAS-4 e BAS-7
em retardar a progressédo do GBM in vitro, agregando assim valor terapéutico a estas drogas.

Uma vez demonstrado a atividade em reduzir a capacidade migratdria celular e a
diminuicdo do potencial proliferativo do GBM através do ensaio de formacao de col6nia, foi
nosso intuito caracterizar como o tratamento com tais flavonoides influenciaria a taxa
populacional de células no ciclo celular. Nossos resultados mostram que, comparado ao
controle, o tratamento com o veiculo contendo 0,3 % de DMSO, como o esperado, nao gera
grande interferéncia no padrdo de distribuicdo das células no ciclo celular (Fig. 25, p. 50),
mostrando apenas uma pequena reducdo em G1/GO, com pequeno aumento em G2/M. O
mesmo ocorrendo para o tratamento com 25 pM e 50 uM da droga BAS-1, no entanto com a
concentracdo de 75 UM desta droga observamos um aumento em G1/GO, acompanhado de
reducdo em S, com pouca alteracdo em G2/M, sugestivo de que esta concentracdo esta
impedindo o progresso no ciclo celular de G1/G0 para S, diminuindo a proliferacdo celular. Ja
o0 tratamento com 100 puM da droga BAS-1 mostrou diminuicdo bastante consideravel nos
parametros do ciclo celular, principalmente para G1/G0 e G2/M, com aumento substancial da

populacdo SubGO, caracterizando assim a saida das células do processo de ciclo celular. Esse
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aumento substancial da populacdo SubGO € bem descrito na literatura como indicio do
aumento na taxa de morte celular por processo apoptoético, onde um dos sinais seria a
condensacao da cromatina e fragmentacdo do material genético (JING et al., 2010; ZHAO et
al., 2011).

A andlise do ciclo celular para o tratamento com a droga BAS-4 comparada ao
controle (Fig. 26, p. 51), mostra que para a concentracdo de 25 puM, houve de forma mais
marcante uma diminui¢do na fase S, 0 mesmo sendo observado com a concentragdo de 50
MM, porém com esta concentragdo houve substancialmente aumento em G1/GO, o que é
indicio de retencdo das células nessa fase e por consequéncia, diminuicdo da taxa proliferativa
celular. A ndo elevacdo na taxa de SubGO, nos sugere que a taxa de apoptose para esta
concentracdo é baixa, estando assim este resultado de acordo com o observado no ensaio de
viabilidade celular. Ja no tratamento com 75 pM com esta droga, a reducdo na fase S
mostrou-se ainda mais acentuada, com uma pequena diminuicdo em G1/GO e aumento em
G2/M, indicando retencdo no ciclo nessa fase. Também é possivel constatar a saida de células
do ciclo celular através do aumento de SubGO, possivelmente por um aumento na taxa de
apoptose, o qual torna-se mais evidente com 100 pM e 150 pM da BAS-4 visto pela
diminuicdo na popula¢do G1/G0 acompanhado do aumento na popula¢do SubGO.

O tratamento com a droga BAS-7 comparado ao controle (Fig. 27, p. 52), mostrou que
para as concentracdes de 25 pM e 50 UM ndo houve grande mudanca no padrdo de
distribuicdo de células no ciclo celular, apresentando apenas um pequeno aumento em G1/G0
e uma pequena diminuigdo em S e G2/M, estando assim de acordo com o observado no ensaio
de viabilidade celular. J& para a concentracdo de 75 uM observamos uma retencdo das células
na fase G1/G0, um padréo semelhante ao observado com a concentracdo de 50 uM da BAS-4
(Fig. 26, p. 51). Com 100 uM, mostrou-se bem marcante a reducdo na populagédo da fase S,
com retencdo em G1/GO, porém menor que o observado para a concentracdo de 75 pM,
enquanto o tratamento com 150 pM mostrou reducdo da populagéo G1/GO e de S, com
aumento pronunciado na populacdo em G2/M. Estes resultados nos faz concluir que para a
droga BAS-7, até a concentracdo de 75 uM, ha uma tendéncia de retencdo no ciclo celular na
fase G1/G0, enquanto que para concentragdes mais elevadas a tendéncia € de retencdo na fase
G2/M.

Uma vez demonstrado a agéo dos flavonoides da B. acutifolium no ciclo celular do
GBM C6, foi nosso interesse investigar se tal tratamento poderia estar comprometendo a
viabilidade mitocondrial, para isto analisamos o potencial de membrana mitocondrial (A¥p,)

com o marcador fluorescente JC-1.
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A perda da integridade do A¥r, esta associada a varios fendmenos, dentre 0s quais a
inducdo de apoptose, onde o desequilibrio entre os membros da familia Bcl-2, com a reducéo
dos membros anti-apoptéticos tais como o Bcl-2 e 0 aumento dos membros pré-apoptéticos
como o BAX, permitira a formagcdo de poros na membrana mitocondrial permitindo a
liberacdo de citocromo c¢ para o citosol, permitindo a ativacdo da caspase-9 e assim dando
prosseguimento ao processo apoptético (ALMAWI et al., 2004; ARYA et al., 2007).

Nossos resultados mostram que tanto para o controle quanto para o tratamento com
veiculo por 24 h (Fig. 28, p. 53), a taxa de perda na integridade do A¥p, representada pelo
aumento na fluorescéncia verde, foi baixa com valores de 1 % e 2,8 % respectivamente,
mostrando assim que a carga de DMSO presente nas amostras ndo estd interferindo na
viabilidade mitocondrial. O fato da populagao representativa de mitocondrias com AW, viavel
(Q4) no grupo veiculo ndo ter mostrado valor similar ao controle e sim um pouco inferior a
este, deve-se a ocorréncia de uma populacdo de células (Q3 = 10,5 %) que ndo incorporaram
o0 corante JC-1, por tanto ndo podendo ser classificas nem como viaveis ou lesionadas.

O tratamento com a droga BAS-1 mostrou perda na integridade do AW, com o
aumento da concentracdo testada (Fig. 28, p. 53), mostrando ja ocorrer lesdo mitocondrial
com a menor concentracdo testada (25 uM =5 %), com 50 UM aumenta para 7,4 %, atingindo
praticamente o maximo com 75 uM (28,7 %), de modo que desta para a concentracdo de 100
UM houve apenas um discreto aumento (29,4 %).

O tratamento com a droga BAS-4 também mostrou a perda da integridade do AW,
(Fig. 29, p. 54). Com 25 uM ja podemos observar lesdo em 10,7 % da populacdo, porém nédo
houve grande diferenca entre o efeito nesta concentracdo e as de 50 UM e 75 UM, as quais
apresentaram percentual de lesdo mitocondrial de 9,2 % e 10 % respectivamente. De modo
similar ao observado no tratamento com 75 uM e 100 uM da BAS-1, a concentracdo de 100
MM da BAS-4 apresentou uma taxa de lesdo de 26 % e com 150 uM este valor atingiu 78,2 %.

O tratamento com a droga BAS-7 (Fig. 30, p. 55) ndo mostrou perda da integridade do
AW¥r, para as concentracgdes de teste de 25 pM, 50 uM e 75 pM, mostrando uma taxa de lesdo
de 0,5 %, 1,1 % e 1,3 % respectivamente. Apenas com as concentragdes de 100 uM e 150 uM
houve alteragdo, mostrando valores de 7,7 % e 8,7 %, taxa similar ao observado no tratamento
com 50 uM da BAS-1.

Com o intuito de caracterizar de forma mais precisa 0 processo de morte ocasionado
pelo tratamento com os flavonoides da B. acutifolium, realizamos o ensaio de
apoptose/necrose com o uso dos marcadores anexina V-FITC e Pl. Neste aspecto, podemos

constatar que o tratamento com veiculo contendo 0,3 % de DMSO n&o alterou o padrdo de
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viabilidade celular (99,3 %) em comparacdo ao controle (96,2 %) (Fig. 31, p. 56) e em ambas
as condicdes as populacdes de células em apoptose recente, apoptose tardia e necrose foram
baixas (< 4 %).

Em conformidade com o ensaio do MTT, o tratamento com diferentes concentragdes
da droga BAS-1 (Fig. 32, p. 57), no ensaio com anexina V-FITC/Pl, mostrou reducdo na
populacédo de células viaveis de forma bastante similar (25 uM = 96,3 %; 50 uM = 90,3 %; 75
UM = 63,1 % e 100 pM = 4,1 %). Neste ensaio observamos que com 0 aumento na
concentracdo de incubacdo, ocorreu substancial aumento na populacéo indicativa de apoptose
recente (25 UM = 2,7 %; 100 uM = 57,4 %), 0 mesmo ocorrendo para apoptose tardia (25 uM
= 0,9 %; 100 uM = 37 %), acompanhado de baixa taxa de necrose (25 uM = 0,1 %; 100 uM =
1,6 %), portanto sugestivo de que a morte causada por este tratamento € por processo
apoptético e ndo necrose, como se levava a suspeitar pelos ensaios da curva de tempo de
viabilidade e no ensaio de hemolise para este flavonoide.

De igual modo, o tratamento com a droga BAS-4 (Fig. 33, p. 58) também mostrou
aumento na taxa de apoptose com o aumento da concentragcdo da droga testada (apoptose
recente: 25 uM = 4,8 %; 100 uM = 33,7 % e 150 uM = 61,1 %). Diferente do tratamento com
a BAS-1, a BAS-4 ndo apresentou grande variacdo na taxa de apoptose tardia, apenas um
pequeno aumento na maior concentracao testada (apoptose tardia: 25 uM = 1 %; 100 uM =
1,9 % e 150 uM = 8,5 %). Neste experimento para todas as concentracdes testadas a taxa de
necrose foi inferior a 1 %.

O tratamento com a droga BAS-7 (Fig. 34, p. 59) a pesar de mostrar aumento na taxa
de apoptose com 25 uM (apoptose recente: 10,2 % e apoptose tardia: 2,3 %), ndo demonstrou
grande alteragdo com o aumento da concentracdo de tratamento (apoptose recente: 100 uM =
13,9 %; apoptose tardia: 100 uM = 3,5 %). Neste ensaio a taxa de necrose também se mostrou
inferior a 1 % para todas as concentragdes, 0 que em conformidade ao ensaio com JC-1, nos
leva acreditar que o processo de morte causado pelo aumento da concentragdo de tratamento
desta droga € por via apoptdtica, no entanto ocorrendo em uma propor¢do bem menor que
para as BAS-1 e BAS-4. Infelizmente, por problemas técnicos, ndo foi possivel a analise para
a concentracdo de 150 uM da BAS-7, o que poderia confirmar se a populacdo anexina V-
FITC positiva sofreria um grande aumento, como observado no tratamento com 150 uM da
BAS-4, ou se tal aumento seria apena discreto como previsto pelo ensaio de JC-1 para esta
concentracdo em relacdo a 100 uM da mesma.

A literatura relata que em trabalho feito por Jing et al. (2010) com celulas de

carcinoma ovariano OVCAR-8 e cancer de préstata PC3, que a isobavachalcona (BAS-7) na



74

concentracdo de 18 uM é capaz de induzir apoptose numa ordem de 67,37 % e 36,02 %
respectivamente, ap6s incubacdo por 72 h, uma taxa de apoptose bem mais elevada que a
observada em nosso trabalho, porém vale resaltar que em nosso trabalho o tempo de
incubacéo foi de apenas 24 h enquanto o destes autores foi de 72 h, podendo ser este fator um
dos motivos para tal diferenca tdo marcante.

Estes mesmos autores mostram que a partir de 1 h de incubacéo das células OVCAR-8
com isobavachalcona (BAS-7), ja foi possivel observar aumento na producdo de EROs. E
sabido que muitos flavonoides podem apresentar efeito antioxidante, os quais resultam de
uma combinacdo de suas propriedades quelantes de metais de transi¢cdo e sequestrador de
radicais livres, assim como inibicdo da acdo de oxidases, ou também podem apresentar efeito
pré-oxidante, os quais podem se manifestar pela reducdo temporal de Cu (1) a Cu (1), geragédo
de EROs, assim como alteracdo dos componentes do sistema de defesa antioxidante:
glutationa e glutationa-S transferase (TRUEBA, 2003). Em nosso trabalho ndo foi possivel
verificar se o tratamento com os flavonoides da B. acutifolium esta aumentando a producéo de
EROs, no entanto com base nas evidéncias apresentadas por Jing et al. (2010), podemos
pressupor que tal evento possa também contribuir para o processo de agrecdo celular
observado em nosso modelo de estudo.

Jing et al. (2010) também mostraram que o tratamento das células OVCAR-8, com a
isobavachalcona (BAS-7), promove ativacdo do processo de apoptose, visto pela reducdo na
razdo Bcl-2/Bax, aumento na ativacdo de caspase-3, caspase-9 e clivagem do PARP (Poli-
(ADP-Ribose) polimerase). Em nosso trabalho ndo foi possivel aferir a atividade destas
proteinas, o que caso confirmado caracterizaria o processo de morte celular programada como
do tipo I.

O mecanismo de acdo proposto por Jing et al. (2010) para a atividade da
isobavachalcona (BAS-7) no cancer, ocorre por inibi¢do da atividade da serina/treonina cinase
Akt, por interagir com o sitio de ligacdo para o ATP nesta enzima e atenuar a fosforilacdo na
Ser-473. Sabe-se que a sinalizacdo da via P13-cinase/Akt tem papel pré-sobrevivéncia em
muitos tipos de cancer e que esta pode ser negativamente regulada pelo gene supressor de
tumor PTEN, o qual normalmente apresenta mutacéo ou perda em GBM (BRENNAN, 2011,
IACOB et al., 2009; LIM et al., 2011), inclusive em células da linhagem C6, nas quais
JACOBS et al. (2011) relatam baixa expressdo desta molécula, 0 que como consequéncia
promove uma maior atividade da via Akt.

Assim um mecanismo possivel para a acdo dos flavonoides da B. acutifolium em

promover a inducdo de apoptose no GBM pode ser pela inativacdo da via da Akt, uma vez
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que Jing et al. (2010) relatam como consequéncia da inibicdo da Akt por acdo da
isobavachalcona, diminuicdo na ativacdo de mTOR, 4E-BP1 e p70S6K. Sabe-se que a
fosforilacdo dependente de mTOR, da p70 e 4E-BP1 é critica para a formacgdo de algumas
proteinas do ciclo celular (YAN et al. 2006), como exemplo, a inibicdo de mTOR em
hepatocitos induz retencdo em G1 por inibir a expressdo da ciclina D1, impedindo a formacéo
do complexo D1/cdk4-6 e por consequéncia a fosforilacdo do Rb, assim impedindo o
prosseguimento no ciclo celular (NELSEN et al., 2003), o que poderia explicar o
comportamento observado para o tratamento com 75 uM da BAS-1, 50 uM da BAS-4 e 75
UM e 100 uM da BAS-7 na analise de ciclo celular (Fig. 25, p. 50; fig.26, p. 51 e fig. 27, p.
52, respectivamente). No entanto neste mesmo ensaio observamos que concentracdes mais
elevadas, porém que ndo apresentaram grande valores de SubG0, como 75 uM da BAS-4 e
150 uM da BAS-7, tiveram como efeito aumento na populagdo G2/M, com reducdo em S,
esse efeito de aumento da populacdo G2/M com uma concentracdo inferior a capaz de induzir
grande elevacdo em SubGO também € descrito por Hussain et al. (2010) em linhagens BC1,
BC3, BCBL1 e HBL-6 (linfomas de células B ndo Hodgkin), tratados com o flavonoide
apigenina. Segundo esses autores este flavonoide também foi capaz de promover com
concentracdo mais elevada inibicdo da Akt, diminuindo a expressdo da ciclina D1,
aumentando a expressdo de p27/Kipl e diminuicdo da fosforilagdo do Rb, o que contribuiria
para retengdo em G1 e desta para a apoptose.

Varios trabalhos na literatura também reportam a acdo de diferentes flavonoides tais
como genisteina (KHAW et al., 2012), jaceosidina (KHAN et al., 2011; 2012) e oligbmero
pré-cianidina (ZHANG et al., 2009), em promover retencdo em G2/M em glioblastoma
quando tratados com concentra¢Bes que promovem baixa atividade apoptética, semelhante ao
que observamos em nosso resultado.

Segundo Khan et al. (2011) o efeito do flavonoide jaceosidina em promover retencao
em G2/M em glioblastoma U87, uma linhagem que apresenta p53 sem mutagdo, 0 que
também ¢é relatado para o GBM C6 (JACOBS et al., 2011), é acompanhado de aumento na
expressao desta proteina e da p21 (waf-1/cip-1), uma inibidora de CDK regulada por p53, a
qual tem amplo espectro de especificidade no ciclo celular, podendo promover retencdo no
ponto de checagem G2/M por inibir o complexo ciclina B1-CDK1, sendo também observado
por estes autores uma reducdo na expressdo das proteinas deste complexo de forma tempo
dependente. Estas evidéncias nos levam a supor que tal condicdo possa também estar

acontecendo em nosso trabalho.



76

Uma vez demonstrado que as flavanas BAS-1, BAS-4 e em menor proporcao a
chalcona BAS-7 estavam promovendo processo de morte celular programada, foi nosso
interesse investigar por microscopia eletronica de transmissdo as alteragdes ultraestruturais
promovidas em tal tratamento (Fig. 35a e 35b, pp. 61 e 62). Nesse aspecto nenhuma grande
alteracdo foi observada no tratamento com veiculo contendo 0,3 % de DMSO (Fig. 35a, C-D,
p. 61), mostrando aspecto celular fusiforme, nucleo e organelas, similar ao controle.

O tratamento com 75 uM da BAS-1 por 24 h (Fig. 35a, E-F, p. 61) mostrou acentuada
alteracdo na morfologia subcelular, apresentando desestruturacdo citoplasmatica, com
vacuolizacdo, presenca de uma figura formada por vérias cisternas agrupadas apresentando
limen expandido e inUmeras cisternas de reticulo endoplasmatico ocupando a maior por¢do
do citoplasma, o que nos leva a acreditar que tal tratamento esteja promovendo estresse de
reticulo endoplasmatico.

O tratamento com a droga BAS-4 tanto com 75 puM quanto com 100 uM (Fig. 35b, G-
J, p. 62), mostrou grande quantidade de vacuolos de membrana dupla no citoplasma, o0s quais
sdo descrito na literatura como tipicos de vacuolos autofagicos (UEDA et al., 2012). No
tratamento com a BAS-1, também foi possivel verificar a presenca de vacuolos de membrana
dupla, porém em nimero muito menor. Também foi possivel verificar no tratamento com a
BAS-4, a presenca de figura de mielina no citoplasma, além de apresentar ndcleo com
superficie mais irregular com foco de cromatina mais condensada na superficie deste.

A anélise do tratamento com a droga BAS-7 por microscopia eletronica (Fig. 35b, K-
L), mostrou a presenca de vacuolos no citoplasma, porém estes ndo apresentavam presenca de
membrana dupla, apesar de possuir material celular em seu interior, além da presenca de
corpos elétron densos no citoplasma.

Cheng et al. (2012) relatam que o processo autofagico pode em alguns casos estar
relacionado com fenémenos pro-sobrevivéncia, enquanto em outros pode estar participando
no fendmeno de morte, ainda segundo estes autores, em gliomas pode ocorrer
concomitantemente tanto o fenbmenos de apoptose quanto o processo de autofagia, € que a
inibicdo de Akt, acompanhado na diminui¢do dos niveis de p-mTOR e p-S6K, o0s quais séo
regulados por esta cinase, promove inducdo da autofagia. Assim, nossos resultados sugerem
que o processo de morte programada desencadeado pela flavana BAS-4 no GBM C6, envolve
tanto apoptose (como mostrado pela analise de marcacdo com anexina V-FITC), quanto o
fendbmeno de autofagia (como observado na analise de microscopia eletronica) e que o fato do
mesmo fenémeno néo ter sido observado na mesma intensidade para a BAS-1 e BAS-7, ndo

exclui a possibilidade de que possa estar também ocorrendo para estas drogas.
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6 CONCLUSAO

Dos quatro flavonoides oriundos da Brosimum acutifolium testados neste trabalho, trés
apresentaram boa atividade contra o glioblastoma C6 in vitro, as flavanas (2S)-4’-hidroxi-7,8-
(27,2”-dimetilpirano)-flavana (BAS-1) e (2S)-7,4’-dihidroxi-8,(3,3-dimetilalil)-flavana (BAS-
4), e a chalcona 4,2’ 4’-trihidroxi-3’-(3,3-dimetilalil)-chalcona (BAS-7). A pesar da
similaridade estrutural entre as chalconas BAS-7 e BAS-6, esta Ultima, uma 4,2’-dihidroxi-
3’,4’-(2”,2”-dimetilpirano)-chalcona, ndo demonstrou atividade citotoxica neste modelo
experimental. As flavanas BAS-1 e BAS-4 mostraram ser mais potentes que a chalcona BAS-
7. As drogas BAS-4 e BAS-7 mostraram grau de seguranca, para células ndo neoplasicas,
maior que a BAS-1, visto que esta na maior concentracdo testada foi capaz de apresentar
citotoxicidade para a célula glial e um grau de hemolise relativamente acentuado. Estes trés
flavonoides foram efetivos em promover diminui¢do na capacidade migratoria das células em
cultura e diminuicdo na capacidade de formacao de novas col6nias apds uma exposicao prévia
aos mesmos, além de promover parada no ciclo celular de forma dependente da concentracdo
e inducgdo de morte por apoptose no glioblastoma C6. A anélise por microscopia eletronica de
transmissdo mostrou marcantes alteracfes estruturais no tratamento do GBM com estes trés
flavonoides, sendo bem evidente no tratamento com a droga BAS-4, a presenca de vacuolos
autofagicos, indicativo de que o mecanismo de morte promovido por este flavonoide possa
estar envolvendo tanto apoptose quanto autofagia. A partir do exposto podemos concluir que
dos quatro flavonoides analisados neste trabalho, tanto a BAS-1, BAS-4 e BAS-7 apresentam
potencial antineoplasico contra 0 GBM e que a flavana BAS-4 foi o que apresentou melhor

resposta como alternativa de tratamento.



78

REFERENCIAS

AALINKEEL, R.; BINDUKUMAR, B.; REYNOLDS, J. L.; SYKES, D. E.; MAHAJAN, S.
D.; CHADHA, K. C.; SCHWARTZ, S. A. The Dietary Bioflavonoid, Quercetin,
Selectively Induces Apoptosis of Prostate Cancer Cells by Down-Regulating the
Expression of Heat Shock Protein 90. Pubmed. 68(16): 1773-1789, 2008.

AGARWAL, S.; SANE R.; OBEROI, R.; OHLFEST, J. R.; ELMQUIST, W. F. Delivery of
molecularly targeted therapy to malignant, a disease of the whole brain. Expert reviews in
molecular medicine. 13(17): 2-17, 2011.

ALBERT, A.; BRAY, D.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERT, K.; WATSON, J.D. Biologia
Molecular da Célula. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010.

ALFIERI, R.; BARBERIS, M.; CHIARADONNA, F.; GAGLIO, D.; MILANES, L.
VANONI, M.; KLIPP, E.; ALBERGHINA, L. Towards a systems biology approach to
mammalian cell cycle: modeling the entrance into S phase of quiescent fibroblasts after
serum stimulation. BMC Bioinformatics. 10(12): S16, 2009.

ALMAWI, W. Y.; MELEMEDIJIAN, O. K.; JAOUDE, M. M. A. On the link between Bcl-2
family proteins and glucocorticoid-induced apoptosis. Journal of Leukocyte Biology. 76:
7-14, 2004.

ARYA, R.; MALLIK, M.; LAKHOTIA, S. C. Heat shock genes — integrating cell survival
and death. J. Biosci. 32(3): 595-610, 2007.

BLAGOSKLONNY, M. V.; PARDEE, A. B. The Restriction Point of the Cell Cycle. Cell
Cycle. 1(2): 103-110, 2002.

BERTRAM, J. S. The molecular biology of cancer. Molecular Aspects of Medicine. 21(1):
167-223, 2001.

BILIR, A.; ERGUVEN, M.; OKTEM, G.; OZDEMIR, A.; USLU, A.; AKTAS, E,;
BONAVIDA, B. Potentiation of cytotoxicity by combination of imatinib and
chlorimipramine in glioma. International Journal Of Oncology. 32: 829-839, 2008.

BISHAYE, K.; GHOSH, S.; MUKHERJEE, A.; SADHUKHAN, R.; MONDAL, J,;
KHUDA-BUKHSH A. R. Quercetin induces cytochrome-c release and ROS accumulation
to promote apoptosis and arrest the cell cycle in G2/M, in cervical carcinoma: signal
cascade and drug-DNA interaction. Cell Prolif. 46: 153-163, 2013.

BOUJRAD, H.; GUBIKINA, O.; ROBERT, N.; KRANTIC, S.; SUSIN, S. AlF-Mediated
Programmed Necrosis, A Highly Regulated Way to Die. Cell Cycle. 6: 2612-2619, 2007.



79

BRAS, M.; QUEENAN, B.; SUSIN, S. A. Programmed Cell Death via Mitochondria:
Different Modes of Dying. Biochemistry (Moscow). 70(2): 284-293, 2005.

BRENNAN, C. Genomic Profiles of Glioma. Curr Neurol Neurosci Rep. 11: 291-297,
2011.

Brosimum acutifolium — MERCURIO VEGETAL. Disponivel em:< http://www.
plantamed.com.br/index.html>. Acesso em: 20 julho de 2012.

CAVALIERE, R.; WEN, P. Y.; SCHIFF, D. Novel Therapies for Malignant Gliomas. Neurol
Clin. 25: 1141-1171, 2007.

CHENG, Y.; ZHANG, Y.; ZHANG, L.; REN, X.; HUBER-KEENER, K. J.; LIU, X.; ZHOU,
L.; LIAO, J.; KEIHACK, H.; YAN, L.; RUBIN, E.; YANG, J.-M. MK-2206, a novel
allosteric inhibitor of Akt, synergizes with gefitinib against malignant glioma via
modulating both autophagy and apoptosis. Mol Cancer Ther. 11(1): 154-164, 2012.

CHOI, J. H.; RHO, M.-C.; LEE, S. W.; CHOI, J. N.; KIM, K.; SONG, G. Y.; KIM, Y. K.
Bavachin and Isobavachalcone, Acyl-coenzyme A: Cholesterol Acyltransferase Inhibitors
from Psoralea corylifolia. Arch Pharm Res. 31(11): 1419-1423, 2008.

CRUZ SILVA, M. M..; MADEIRA, V. M. C.; ALMEIDA, L. M.; CUSTODIO, J. B. A.
Hemolysis of human erythrocytes induced by tamoxifen is related to disruption of
membrane structure. Biochimica et Biophysica Acta. 1464: 49-61, 2000.

DEWICK, P. M. Medicinal Natural Products: A Biosynthetic Approach. 3% Ed. Wiley. p.
117, 2009.

FERRO, D. Fitoterapia: conceitos clinicos. 1. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2008.

FOUJER, F.; RIELE, H. te. Check, Double Check. The G2 Barrier to Cancer. Cell Cycle. 5(8):
831-836, 2006.

GROBBEN, B.; DEYN, P. P. D.; SLEGERS, H. Rat glioma C6 as experimental model
system for the study of glioblastoma growth and invasion. Cell and Tissue Research. 310:
257-270, 2002.

HUSSAIN, A. R.; KHAN, A. S.; AHMED, S. O.; AHMED, M.; PLATANIAS, L. C.; AL-
KURAYA, K. S.; UDDIN, S. Apigenin induces apoptosis via downregulation of S-phase
kinase-associated protein 2-mediated induction of p27Kipl in primary effusion lymphoma
cells. Cell Prolif. 43: 170-183, 2010.

HWANG, D. W.; KO, H. Y.; LEE, J. H.; KANG, H.; RYU, S. H.; SONG, I. C.; LEE, D. S,;
KIM, S. A Nucleolin-Targeted Multimodal Nanoparticle Imaging Probe for Tracking
Cancer Cells Using an Aptamer. The Journal of Nuclear Medicine. 51(1): 98-105, 2010.


http://www/

80

IACOB, G.; DINCA, E. B.; DAVILA, C. Current data and strategy in glioblastoma
multiforme. Journal of Medicine and Life. 2(4): 386-393, 2009.

INCA. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. Estimativa 2012: Incidéncia de Cancer no
Brasil. Rio de Janeiro, 2011.

JACOBS, V. L.; VALDES, P. A.; HICKEY, W. F.; DE LEO, J. A. Current review of in vivo
GBM rodent models: emphasis on the CNS-1 tumour model. ASN NEURO. 3(3): 171-
181, 2011.

JACOMASSI, E.; MOSCHETA, I. S.; MACHADO, S. R. Morfoanatomia e histoquimica de
Brosimum gaudichaudii Trécul (Moraceae). Acta boténica brasileira. 21(3): 575-597,
2007.

JING, H.; ZHOU, X.; DONG, X.; CAOQ, J.; ZHU, H.; LOU, J.; HU, Y.; HE, Q.; YANG, B.
Abrogation of Akt signaling by Isobavachalcone contributes to itsanti-proliferative effects
towards human cancer cells. Cancer Letters. 294: 167-177, 2010.

JOHNSON, J.; MAHER, P.; HANNEKEN, A. The flavonoid, eriodictyol, induces long-term
protection in ARPE-19 cells through its effects on Nrf2 activation and phase Il gene
expression. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 50(5): 23982406, 2009.

JOLY, A. B. Botanica: Introducdo a Taxonomia Vegetal. Sdo Paulo: Companhia Editora
Nacional, 1976.

KALDIS, P.; ALEEM, E. Cell Cycle Sibling Rivalry. Cdc2 versus Cdk2. Cell Cycle. 4 (11):
1491-1494, 2005.

KANDIL, E.; TSUMAGARI, K.; MA, J.; ELMAGEED, Z. Y. A; LI, X.; SLAKEY, D,
MONDAL, D.; ABDEL-MAGEED, A. B. Synergistic inhibition of thyroid cancer by
suppressing MAPK/PISK/AKT pathways. Journal of Surgical Research. XXX: 1 — 9,
2013.

KANG, H. -K.; ECKLUND, D.; LIU, M.; DATTA, S. K. Apigenin, a non-mutagenic dietary
flavonoid, suppresses lupus by inhibiting autoantigen presentation for expansion of
autoreactive Thl and Th17 cells. Arthritis Research & Therapy. 11(2), 2009.

KANU, O. O.; HUGHES, B.; DI, C.; LIN, N.; FU J.; BIGNER, D. D.; YAN, H.; ADAMSON
C. Glioblastoma Multiforme Oncogenomics and Signaling Pathways. Clinical Medicine:
Oncology. 3: 39-52, 2009.

KARMAKAR, S; DAVIS, K. A.; CHOUDHURY, S. R.; DEECONDA, A.; BANIK, N. L.;
RAY, S. K. Bcl-2 inhibitor and apigenin worked synergistically in human malignant
neuroblastoma cell lines and increased apoptosis with activation of extrinsic and intrinsic
pathways. Biochem Biophys Res Commun. 388(4): 705710, 2009.



81

KESARI, S. Understanding Glioblastoma Tumor Biology: The Potencial to Improve Current
Diagnosis and Treatments. Seminars in Oncology. 38(6): suppl 4, pp. S2-S10, 2011.

KHAN, M.; RASUL, A.; YI, F.; ZHONG, L.; MA, T. Jaceosidin Induces p53-dependent
G2/M Phase Arrest in U87 Glioblastoma Cells. Asian Pacific Journal of Cancer
Prevention. 12: 3235-3238, 2011.

KHAN, M.; YU, B.; RASUL, A.; AL SHAWI, A.; Y1, F.; YANG, H.; MA, T. Jaceosidin
Induces Apoptosis in U87 Glioblastoma Cells through G2/M Phase Arrest. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine. 2012: 1-12, 2012.

KHARAZIHA, P.; RODRIGUEZ, P.; LI, Q.; RUNDQVIST, H.; BJORKLUND, A.-C.;
AUGSTEN, M.; ULLEN, A.; EGEVAD, L.; WIKLUND, P.; NILSSON, S.; KROEMER,
G.; GRANDER, D.; PANARETAKIS, T. Targeting of distinct signaling cascades and
cancer-associated fibroblasts define the efficacy of Sorafenib against prostate cancer cells.
Cell Death and Disease. 3, €262: 1-10, 2013.

KHAW, A. K.; YONG, J. W. Y.; KALTHUR, G.; HANDE, M. P. Genistein Induces Growth
Arrest and Suppresses Telomerase Activity in Brain Tumor Cells. GENES,
CHROMOSOMES & CANCER. 51: 961-974, 2012.

KIM, B. W.; LEE, E. R.; MIN, H. M.; JEONG, H. S.; AHN, J. Y.; KIM, J. H.; CHOI, H. Y.
Sustained ERK activation is involved in the kaempferol-induced apoptosis of breast cancer
cells and is more evident under 3-D culture condition. Cancer Biology & Therapy. 7(7):
1080-1089, 2008.

KUETE, V.; NGAMENI, B.; TANGMOUQ, J. G.; BOLLA, J.-M.; ALIBERT-FRANCO, S.;
NGADJUI, B. T.; PAGES, J.-M. Efflux Pumps Are Involved in the Defense of Gram-
Negative Bacteria against the Natural Products Isobavachalcone and Diospyrone.
ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY. 54(5): 1749-1752, 2010.

LEE, D-H.; PARK, K-I.; PARK, H-S.; KANG, S-R.; NAGAPPAN, A.; KIM, J.;KIM E-H.;
LEE, W-S.; HAH, Y-S.; CHUNG, H-J.; AN, S-J.; KIM, G-S. Flavonoids Isolated from
Korea Citrus aurantium L. Induce G2/M Phase Arrest and Apoptosis in Human Gastric
Cancer AGS Cells. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine. 2012:
1-11, 2012.

LEE, S. K;; KIM, E. Y.; JEON, K.; CHO, S. G.; HAN, Y. J.; YANG, B. C,; LEE, S. S.; KO,
M. S.; RIU, K. J,; LEE, H. T.; PARK, S. P. 3,4-Dihydroxyflavone Acts as an Antioxidant
and Antiapoptotic Agent to Support Bovine Embryo Development In Vitro. Journal of
Reproduction and Development. 57(1): 2011.

LEITE, J. P. V. Fitoterapia: bases cientificas e tecnoldgicas. S&o Paulo: Atheneu, 2009.



82

LEON H., W. J. Estudio anatémico de la madera de cinco espécies del género Brosimum Sw.
(Moraceae) que crecen em Venezuela. Revista Florestal Venezoelana. 49(2): 163-173,
2005.

LIM, S. K; LLAGUNO, S. R. A.; McKAY, R. M.; PARADA, L. F. Glioblastoma
multiforme: a perspective on recent findings in human cancer and mouse models. BMB
reports. 44(3): 158-164, 2011.

LIU, W.-T.; LIN, C.-H.; HSIAO, M.; GEAN P.-W. Minocycline inhibits the growth of
glioma by inducing autophagy. Autophagy. 7:2: 166-175, 2011.

MATSUDA, H.; KIYOHARA, S.; SUGIMOTO, S.; ANDO, S.; NAKAMURA, S,
YOSHIKAWA, M. Bioactive Constituents from Chinese Natural Medicines. XXXIII.
Inhibitors from the Seeds of Psoralea corylifolia on Production of Nitric Oxide in
Lipopolysaccharide-Activated Macrophages. Biol. Pharm. Bull. 32(1): 147-149, 20009.

MATSUO, M.; SASAKI, N.; SAGA, K.; KANEKO T. Cytotoxicity of Flavonoids toward
Cultured Normal Human Cells. Biol. Pharm. Bull. 28(2): 253-259, 2005.

MCCARTHY, B. J; SCHELLINGER, K. A.; PROPP, J. M.; KRUCHKO, C.; MALMER, B.
A Case for the Worldwide Collection of Primary Benign Brain Tumors.
Neuroepidemiology. 33: 268-275, 2009.

MICHAUD-LEVESQUE, J.; BOUSQUET-GAGNON, N.; BELIVEAU R. Quercetin
abrogates IL-6/STAT3 signaling and inhibits glioblastoma cell line growth and migration.
EXPERIMENTAL CELL RESEARCH. 318: 925 — 935, 2012

MORETTI, C.; GAILLARD, Y.; GRENAND, P.; BEVALOT, F.; PREVOSTO, J.-M.
Identification of 5-hydroxy-tryptamine (bufotenine) in takini (Brosimum acutifolium Huber
subsp. Acutifolium C.C. Berg, Moraceae), a shamanic potion used in the Guiana Plateau.
Journal of Ethnopharmacology. 106: 198-202, 2006.

NCI. NATIONAL CANCER INSTITUTE. Cancer. Disponivel em:<
http://www.cancer.gov/cancertopics/cancerlibrary/what-is-cancer>. Acesso em: 20 julho de
2012,

NELSEN, C. J.; RICKHEIM, D. G.; TUCKER, M. M.; HANSEN, L. K.; ALBRECHT, J. H.
Evidence That Cyclin D1 Mediates Both Growth and Proliferation Downstream of TOR in
Hepatocytes. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. 278(6): 3656-3663,
2003.

NI, F.; GONG, Y.; LI, L.; ABDOLMALEKY, H. M.; ZHOU, J-R. Flavonoid Ampelopsin
Inhibits the Growth and Metastasis of Prostate Cancer In Vitro and In Mice. PLoS ONE.
7(6): 1-9, 2012.



http://www.cancer.gov/cancertopics/cancerlibrary/what-is-cancer

83

NIETO-SAMPEDRO, M.; VALLE-ARGOS, B.; GOMEZ-NICOLA, D.; ALFONSO
FERNANDEZ-MAYORALAS, A.; NIETO-DIAZ, M. Inhibitors of Glioma Growth that
Reveal the Tumour to the Immune System. Clinical Medicine Insights: Oncology. 5:
265-314, 2011.

NISHIMURA, R.; TABATA, K.; ARAKAWA, M.; ITO, Y.; KIMURA, Y.; AKIHISA, T,
NAGAI, H.; SAKUMA, A.; KOHNO, H.; SUZUKI, T. Isobavachalcone, a Chalcone
Constituent of Angelica keiskei, Induces Apoptosis in Neuroblastoma. Biol. Pharm. Bull.
30(10): 1878-1883, 2007.

OHNO, O.; WATABE, T.; NAKAMURA, K.; KAWAGOSHI, M.; UOTSU, N.; CHIBA, T;
YAMADA, M.; YAMAGUCHI, K.; YAMADA, K.; MIYAMOTO, K.; UEMURA, D.
Inhibitory Effects of Bakuchiol, Bavachin, and Isobavachalcone Isolated from Piper
longum on Melanin Production in B16 Mouse Melanoma Cells. Biosci. Biotechnol.
Biochem. 74 (7): 1504-1506, 2010.

OVERMEYER, J. H.; M YOUNG, A. M.; BHANOT, H.; MALTESE, W. A. A chalcone-
related small molecule that induces methuosis, a novel form of non-apoptotic cell death, in
glioblastoma cells. Molecular Cancer. 10(69): 1-17, 2011.

PREUSSER, M.; DE RIBAUPIERRE, S.; WOHRER, A.; ERRIDGE, S. C.; HEGI, M.;
WELLER, M.; STUPP, R. Current Concepts and Management of Glioblastoma. ANN
NEUROL. 70: 9-21, 2011.

PRIYADARSINI R. V.; MURUGAN R. S.; MAITREYIl S.; RAMALINGAM K;
KARUNAGARAN D.; NAGINI S. The flavonoid quercetin induces cell cycle arrest and
mitochondria-mediated 3 apoptosis in human cervical cancer (HeLa) cells through p53
induction and 4 NF-«B inhibition. Molecular and Cellular Pharmacology. 2010.

RADOMSKI, M. I. Plantas Medicinais — Tradigdo e Ciéncia. In: I SEMANA DO
ESTUDANTE UNIVERSITARIO. FLORESTA E MEIO AMBIENTE, Embrapa,
Colombo, 2003.

RICH, J. N.; EYLER, C. E. Cancer stem cells in brain tumor biology. Cold Spring Harbor
Symposia on Quantitative Biology. 73: 411-420, 2008.

SCHNEIDER, T.; MAWRIN, C.; SCHERLACH, C.; SKALEJ, M.; FIRSCHING, R. Gliomas
in Adults. Deutsches Arzteblatt International. 107(45): 799-808, 2010.

SCHUTTERS, K.; REUTELINGSPERGER, C. Phosphatidylserine targeting for diagnosis
and treatment of human diseases. Apoptosis. 15: 1072-1082, 2010.



84

SHIN, H.-J.; SHON, D.-H.; YOUN, H.-S. Isobavachalcone suppresses expression of
inducible nitric oxide synthase induced by Toll-like receptor agonists. International
Immunopharmacology. 15: 38-41, 2013.

SILVA, M.; LIMA, W. G.; SILVA, M. E.; PEDROSA, M. L. Efeito da estreptozotocina sobre
os perfis glicémico e lipidico e o estresse oxidativo em hamsters. Arg Bras Endocrinol
Metab. 55(1), 2011.

SZLISZKA, E.; CZUBA, Z. P.; MAZUR, B.; SEDEK, L.; PARADYSZ, A.; KROL, W.
Chalcones Enhance TRAIL-Induced Apoptosis in Prostate Cancer Cells. Int. J. Mol. Sci.
11: 1-13, 2010.

TAKASHIMA, J.; ASANO, S.; OHSAKI, A. Mururins A-C, three New Lignoids from
Brosimum acutifolium and their Protein Kinase Inhibitory Activity. Planta Med. 68: 621-
625, 2002.

TAKASHIMA, J.; KOMLYAMA, K.; ISHLYAMA, H.; KOBAYASHI, J.; OHSAKI, A.
Brosimacutins J — M, Four New Flavonoids from Brosimum acutifolium and their
Cytotoxic Activity. Planta Med. 71: 654-658, 2005.

TAMAMURI - Brosimum  acutifolium.  Disponivel  em:<  http://rainforest-
database.com/plants/tamamuri.htm>. Acesso em: 20 julho de 2012.

TANABE, K.; KOZAWA, O.; IIDA, H. Midazolam suppresses interleukin-1b-induced
interleukin-6 release from rat glial cells. Journal of Neuroinflammation. 8(68): 2-8,
2011.

THOMAS, C. M.; WOOD, R. C. lll; WYATT, J. E.; PENDLETON, M. H.; TORRENEGRA,
R. D.; RODRIGUEZ, O. E.; HARIRFOROOSH, S.; BALLESTER, M.; LIGHTNER, J,;
KRISHNAN, K.; RAMSAUER, P. V. Anti-Neoplastic Activity of Two Flavone Isomers
Derived from Gnaphalium elegans and Achyrocline bogotensis. PLoS ONE. 7(6), 2012.

TIM MOSMANN. Methods. Journal of Immunological Methods. 65: 55-63, 1983.

TORRES, S. L. Flavondides de Brosimum acutifolium (Moraceae). 1998. 128f. Dissertacdo
(Mestrado) Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Universidade Federal do Pard,
Belém. 1998.

TORRES, S. L.; ARRUDA, M. S. P.; ARRUDA, A. C.; MULLER, A. H.; SILVA, S. C.
Flavonoids from Brosimum acutifolium. Phytochemistry. 53: 1047-1050, 2000.

TORRES, S. L.; MONTEIRO, J. C. M.; ARRUDA, M. S. P.; MULLER, A. H.; ARRUDA,
A. C. Two Flavonoids from Brosimum acutifolium. Phytochemistry. 44(2): 347-349,
1997.



85

TRUEBA, G. P. Los Flavonoides: Antioxidantes o Prooxidantes. Rev. Cubana Invest.
Biomed. 22 (1): 48-57, 2003.

UEDA, Y.; WEI, F.-Y.; HIDE, T.-i.; MICHIUE, H.; TAKAYAMA, K.; KAITSUKA, T.;
NAKAMURA, H.; MAKINO, K.; KURATSU, J.-i.; FUTAKI, S.; TOMIZAWA, K.
Induction of autophagic cell death of glioma-initiating cells by cell-penetrating D-isomer
peptides consisting of Pas and the p53 C-terminus. Biomaterials. 33: 9061-9069, 2012.

VAN MEIR, E. G.; HADJIPANAYIS, C. G.; NORDEN, A. D.; SHU, H. K.; WEN, P. Y,
OLSON, J. J. Exciting New Advances in Neuro-Oncology: The Avenue to Cure for
Malignant Glioma. CA Cancer J Clin. 60(3): 166-193, 2010.

VESCOVI, A. L.; GALLI, R.; REYNOLDS, B. A. Brain Tumour stem cells. Nature Reviews
Cancer. 6: 425-436, 2006.

WEINBERG, R. A. A biologia do cancer. 1.ed. Porto Alegre: Artmed, 2008.

XIN, D.; WANG, H.; YANG, J.; SU, Y.-F.; FAN, G.-W.; WANG, Y.-F.; ZHU, Y.; GAO X.-
M. Phytoestrogens from Psoralea corylifolia reveal estrogen receptor-subtype selectivity.
Phytomedicine. 17: 126-131, 2010.

YAN, H.; FROST, P.; SHI, Y.; HOANG, B.; SHARMA, S.; FISHER, M.; GERA, J;
LICHTENSTEIN, A. Mechanism by Which Mammalian Target of Rapamycin Inhibitors
Sensitize Multiple Myeloma Cells to Dexamethasone-Induced Apoptosis. Cancer Res.
66(4), 2006.

YANAE, M.; TSUBAKI, M.; SATOU, T.; ITOH, T.; IMANO, M.; YAMAZOE, Y,
NISHIDA S. Statin-induced apoptosis via the suppression of ERK1/2 and Akt activation
by inhibition of the geranylgeranyl-pyrophosphate biosynthesis in glioblastoma. Journal
of Experimental & Clinical Cancer Research. 30(74), 2011.

ZHANG, F.-J.; YANG, J.-Y.; MOU, Y.-H.; SUN, B.-S.; PING, Y.-F.; WANG, J.-M.; BIAN,
X.-W.; WU, C.-F. Inhibition of U-87 human glioblastoma cell proliferation and formyl
peptide receptor function by oligomer procyanidins (F2) isolated from grape seeds.
Chemico-Biological Interactions. 179: 419-429, 20009.

ZHAOQO, J.; DING, H.-X., ZHAO, D.-G.; WANG C.-M.; GAO K. Isolation, modification and
cytotoxic evaluation of flavonoids from Rhododendron hainanense. Journal of Pharmacy
and Pharmacology. 64: 1785-1792, 2012.

ZHAO, M.; MA, J.; ZHU, H.-Y.; ZHANG, X.-H.; DU, Z.-Y.; XU, Y.-J.; YU, X.-D. Apigenin
inhibits proliferation and induces apoptosis in human multiple myeloma cells through
targeting the trinity of CK2, Cdc37 and Hsp90. Molecular Cancer. 10(104), 2011.



