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RESUMO

Introducdo. Bidens pilosa L. é uma planta considerada medicinal que
contém poliacetilenos presumivelmente responsaveis por acOes
antitumorais. As quinonas, como a juglona, também compreendem uma
classe de substancias de interesse por seu potencial antitumoral. Além
disto, evidéncias indicam que a associacdo de ascorbato com algumas
quinonas pode potencializar a atividade antitumoral. Objetivos. Avaliar
o efeito antitumoral do extrato de B.pilosa obtido pela tecnologia
supercritica, a fim de obter um extrato rico em poliacetilenos (SFE) com
atividade superior em compara¢do ao extrato obtido por maceracdo
hidroetandlica (HCE). Testar a administragdo de juglona isoladamente
ou em associacdo ao ascorbato em células T24 pela citotoxicidade;
caracterizado o mecanismo de morte celular induzido, indugdo de
estresse oxidativo, efeito antiproliferativo e preliminarmente, anti-
invasivo in vitro. Por fim, avaliar a administracdo de juglona e ascorbato
em associacdo a quimioterapicos convencionais, doxorrubicina e
cisplatina. Metodologia. A composicdo fitoquimica dos extratos foi
avaliada por cromatografia em camada delgada e espectrofotometria
UV-Vis. A citotoxicidade para células MCF-7 e T24 foi avaliada pelo
ensaio do MTT. O potencial lesivo sobre 0 DNA foi avaliado in vitro
pela maotilidade eletroforética de DNA plasmidial e imunoeletroforese
para fosforilagdo da histona gama-H2Ax em células T24. Foram
avaliados marcadores de danos oxidativos, geragdo celular de EROs e
contetdo de GSH, também a fosforilagdo do fator de iniciacéo
eucariético 2 elF2a. Foi avaliada a morfologia das células em processo
de morte, sendo também verificada a ativacdo de caspases por
espectrofluorimetria e clivagem da poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP) por imunoeletroforese. A atividade antiproliferativa foi medida
pelo ensaio de formacdo de colbnias. A inibicdo da motilidade celular
foi investigada pelo ensaio de migracdo. A atividade antitumoral in vivo
foi medida em camundongos Balb-c portadores de tumor ascitico de
Ehrlich. Resultados. Os espectros sobre 0s constituintes majoritarios de
SFE apresentaram bandas tipicas de poliacetilenos com picos de
absorcdo na faixa do UV registrados em 208, 269 e 334 nm. A
citotoxicidade in vitro foi dependente da concentracdo dos extratos. As
24h, a Clso foi 811 e 437 pg/mL, respectivamente para HCE e SFE,
reduzindo para 291 pg/mL as 48h, no caso de SFE. As 24h, a Cls, foi
28,5 UM para juglona, reduzindo para 6,3 UM, quando associada ao
ascorbato 1 mM. A citotoxicidade da cisplatina chegou a dobrar devida
sua associagdo com juglona e ascorbato. HCE causou danos no DNA em



160 pg/mL, ao passo que 40 pg/mL de SFE causaram danos
equivalentes. Juglona iniciou danos sobre 0 DNA em 20 uM, ao passo
que 5 puM associados ao ascorbato 1 mM causaram danos equivalentes.
A juglona induziu a geracdo celular de EROs e consumo de GSH;
iniciando fosforilagdo do elF20 que indica estresse de reticulo
endoplasmatico. Estes efeitos foram potencializados em até 4 vezes pela
associacdo ao ascorbato. A juglona sozinha ou associada ao ascorbato
ndo causou ativacao de caspases; corroborando a morfologia das células
T24 em processo de morte, 0 processo induzido provavelmente esta
mais relacionado a necrose. Em tratamentos subletais, a juglona
diminuiu a proliferacdo e a motilidade de células T24, ambos os
processos potencializados pela associagdo ao ascorbato, que induziu a
morte clonogénica. Finalmente, os ensaios in vivo indicaram que ambos
os extratos de B. pilosa apresentaram atividade, mas SFE causou
reducdo superior do volume de liquido ascitico e células compactadas (4
+1el+0,4 mL, respectivamente), a0 mesmo tempo em que resultou
em maior aumento no tempo de sobrevida (~31%) em comparacdo aos
animais do controle negativo. A inibicdo do crescimento tumoral
determinada para HCE foi de cerca de 40%, ao passo que esta
determinacdo ultrapassou 60% no caso de SFE. Concluséo. A extragdo
com fluido de CO, supercritico € uma alternativa para a obtencdo de um
extrato de B. pilosa rico em poliacetilenos citotoxicos com atividade
antitumoral superior em comparacdo ao extrato obtido por maceracéo
hidroetandlica. O ascorbato potencializa a citotoxicidade, o efeito
antiproliferativo e inibidor da motilidade de células T24 in vitro da
juglona. Os achados deste trabalho levam a sugerir que a dose do
tratamento feito com juglona pode ser ajustada, em termos de reducao
da mesma, em até 4 vezes, se a juglona for administrada em associac¢éo
ao ascorbato.

Palavras-chave: Antitumoral. B. pilosa. Poliacetilenos. Extracdo com
fluido supercritico. Juglona. Ascorbato. Citotoxicidade.
Antiproliferativo. Anti-invasivo. Potencializacéo.



ABSTRACT

Introduction. Bidens pilosa L. is a plant considered medicinal
containing polyacetylenes expected to be responsible for antitumor
actions. Quinones, such as juglone, comprise a class of substances of
interest also due to their antitumor potential. Furthermore, evidences
indicate that the combination of ascorbate with some quinones can result
in potentiated antitumor activity. Objectives. The supercritical
technology was assessed to obtain an extract from B.pilosa rich in
polyacetylenes (SFE) with superior antitumor activity compared to that
of the extract obtained by hydroethanol maceration (HCE). Juglone was
tested administered alone and/or combined with ascorbate on T24 cells
for cytotoxicity, the mechanism of cell demise was characterized,
oxidative stress induction; antiproliferative and, preliminarily, anti-
invasive effects. Juglone and ascorbate were evaluated for the
cytotoxicity in combination with the conventional chemotherapics
doxorubicin and cisplatin. Methodology. The phytochemical
composition of extracts was evaluated by thin layer chromatography
with UV-Vis spectroscopy. Cytotoxicity on MCF-7 and T24 cells was
checked by the MTT assay. The damaging potential on DNA was
assessed in vitro by the electrophoretic motility of plasmid DNA and
immunoelectrophoresis for phosphorylation of histone gamma-H2Ax in
T24 cells. Markers of oxidative stress, ROS generation and GSH
consumption, and the phosphorylation of the eukaryotic initiation factor
elF20 were analyzed as well. The induced cell death process was
monitored by caspase activation through spectrofluorimetry and poly
(ADP-ribose) polymerase (PARP) cleavage by immunoelectrophoresis.
The antiproliferativo action was measured by the colony forming assay.
Cell motility inhibition was investigated by a migration assay. In vivo
antitumor activity was measured in Ehrlich carcinoma-bearing Balb-c
mice. Results. Spectra about the major constituents in SFE presented
typical bands of polyacetylenes recorded in UV at 208, 269 and 334 nm.
Cytotoxicity in vitro was concentration-dependent. At 24 h, 1Cs, was
811 and 437 pg/mL, respectively for HCE and SFE on MCF-7 cells,
falling to 291 pg/mL at 48 h, in the case of SFE. At 24h, ICs, was 28.5
UM for juglone on T24 cells, falling to 6.3 UM when it was combined
with ascorbate 1 mM. At 24 h, the cisplatin’s cytoxicity on T24 cells
increased up to 2-fold due to its combination with juglone and ascorbate.
HCE caused DNA damage at 160 pg/mL, whereas SFE at 40 pg/mL
caused equivalent damage. Juglone triggered DNA damage at 20 uM,
whereas 5 UM in combination with ascorbate 1 mM caused equivalent



damage. Juglone caused reduction in terms of ROS generation and
increased GSH consumption, triggering eiF2a phosphorylation that
indicates endoplasmic reticulum stress. These actions were potentiated
up to 4-fold due to the combination of juglone with ascorbate. Juglone
alone or combined with ascorbate did not cause caspase activation,
corroborating T24 cell morphology under demise, the induced cell death
process seems to be close related to necrosis. Under sublethal
treatments, juglone reduced the proliferation and the motility of T24
cells, both actions were potentiated due to the combination with
ascorbate, something that finally induced to clonogenic cell death. In
vivo assays indicated that both extracts from B. pilosa had activity, but
SFE caused superior reduction in terms of ascitic fluid volume and
packed cells (4 + 1 e 1 £ 0.4 mL, respectively). Furthermore, SFE
increased more the animals life span (~31%) compared to animals from
the negative control. The tumor growth inhibition by HCE was about
40%, whereas more than 60% was reached by SFE. Conclusion.
Supercritical extraction with fluid CO, is a choice to obtain an extract
from B. pilosa rich in cytotoxic polyacetylenes with superior antitumor
activity in comparison to that of the extract obtained by hydroethanol
maceration. Ascorbate potentiated the cytotoxicity, the antiproliferative
action and the inhibition of T24 cells motility in vitro by juglone. These
findings lead to suggest that the dose of the treatment done with juglone
can be adjusted, in terms of reduction, up to 4-fold, if juglone is
administered in combination with ascorbate.

Keywords: Antitumor. B. pilosa. Polyacetylenes. Supercritical fluid
extraction. Juglone. Ascorbate. Cytotoxicity. Antiproliferative. Anti-
invasive. Potentiation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer

De acordo com os dados mais recentes da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), o cancer é a principal causa de morte nos paises
economicamente desenvolvidos, sendo considerada a segunda causa
principal de Obitos nos paises em desenvolvimento (JEMAL et al.,
2011).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer
(IARC/OMS) estimou em 2011 que ocorressem 12,4 milhdes de casos
novos e 7,6 milhdes de Obitos por cancer no mundo. Destes, 0s mais
incidentes foram o cancer de pulméo (1,52 milhdes de casos novos),
mama (1,29 milhdes) e célon e reto (1,15 milhdes). Devido ao mau
prognostico, o cancer de pulméo foi considerado a principal causa de
morte (1,31 milhdes), seguido pelo cancer de estdmago (780 mil 6bitos)
e pelo cancer de figado (699 mil dbitos). Para América do Sul, Central e
Caribe, estimou-se cerca de um milhdo de casos novos de cancer e 589
mil ébitos. Em homens, o mais comum foi o cancer de prdstata, seguido
por pulmao, estdmago, célon e reto. Nas mulheres, o mais frequente foi
o cancer de mama, seguido do colo do utero, célon e reto, estbmago e
pulmdo (IARC/OMS, 2011).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2011 apontaram para a
ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer. Os tipos mais incidentes,
a excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, foram os canceres
de prostata e de pulmao no sexo masculino e os canceres de mama e do
colo do Utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da
magnitude observada para a América Latina (INCA, 2011).

Estima-se que, se medidas ndo forem tomadas, nos préximos 10
anos, outros 84 milhGes de individuos poderdo vir a 6bito devido ao
cancer. O governo brasileiro, ao considerar estes dados, afirma que o
foco de incentivo a pesquisa oncoldgica é relevante face as estimativas
da Union for International Cancer Control (UICC), para um aumento de
50% até 2020 no numero de novos casos de cancer e 0 dobro do nimero
de mortes. No Brasil, esse desafio é maior porque temos uma sobrevida
em cancer em torno de 2 a 4 anos, enquanto nos paises desenvolvidos
esse indice sobe para 12 a 16 anos. Os motivos para esta diferenca séo
complicados para serem precisados, mas existem alguns aspectos que
merecem observacdo. Um deles tem a ver com o0s incentivos as
pesquisas em salde no Brasil. Durante muito tempo, os incentivos pelo
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Ministério da Salde ndo foram efetivos, 0 que se pode dizer que sé
comegou a acontecer a partir de 2003. Mesmo assim, 0s investimentos
para a pesquisa em salde ainda ndo sdo direcionados as doengas mais
prevalentes; apenas 10% dos investimentos sdo voltados a doengas que
afetam 90% da populacdo. A pesquisa em salde no Brasil ainda carece
de tecnologia e inovacdo, o que pode ser expresso pelo baixo nimero de
patentes comparado a nossa publicacdo cientifica. Nem sempre o
conhecimento gerado em outros paises, com diferencas étnicas e
genéticas, amolda-se ao perfil da populacdo brasileira, havendo,
portanto, necessidade de incentivo a avaliagdo de incorporacdo
tecnoldgica com vistas s sua incorporagdo ao sistema Unico de saude
(SUS) (INCA, 2011).

1.2 Cancer: histdrico e terminologia

Historicamente, o0 estudo das neoplasias interessava
principalmente aos médicos do passado que eram procurados pela cura
de pacientes com “tumores” (etimologicamente, “calo ou caroco” do
grego ‘“onkos”). Os clinicos da época classificaram os tumoreS
primeiramente em duas categorias, benignos ou malignos, de acordo
com seu progndstico. Em geral, os tumores benignos eram, e séo ainda
assim considerados, aqueles circunscritos, frequentemente separados dos
tecidos normais adjacentes por uma capsula, crescem lentamente, e em
geral, ndo ameacam a vida do individuo. Por outro lado, as condi¢des
com desenvolvimento invasivo, com geracdo de tumores secundarios
gue ocorrem inclusive em orgdos distantes, foram consideradas os
tumores malignos, hoje denominados “cancer”. A propria palavra
cancer, que tem origem no grego (“karkinos”), significa caranguejo. A
medicina moderna escolheu este nome para denominar a doenca, pois as
células cancerosas atacam e infiltram-se nos tecidos sadios como se
fossem os tentaculos de um caranguejo (REDDY et al., 2003; SOTO;
SONNENSCHEIN, 2004; PAPAVRAMIDOU et al., 2010). Em geral, a
progressdo dos tumores malignos segue uma sequéncia evolutiva:
crescimento local, metastase a partir de vasos sanguineos ou linfonodos
regionais migrando para outros 6rgdos e 6bito (COZZI, 2003). Depois
do tratamento, os tumores malignos frequentemente podem reincidir,
tanto localmente, como a distdncia da situagdo priméaria. Muitos
pacientes morrem em consequéncia destes eventos (SOTO;
SONNENSCHEIN, 2004).
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No entanto, atualmente se sabe que estas generalizacdes incluem
um bom ndmero de excecBes. Nas Ultimas décadas, a denominacédo
“cancer” tem ganhado sentido mais amplo, enquanto o termo “tumor”
passou a servir para representar um aumento regional de volume ou
tumefacdo tecidual, podendo ser ou ndo de caradter neoplasico
(NAKAGAWA; LOPES, 2000). Ja o termo cancer indica uma neoplasia
maligna. Neoplasia, por sua vez, significa “crescimento novo” e define
as condicBes de proliferacdo celular anormal, encontradas nos tumores
benignos ou malignos (NAKAGAWA,; LOPES, 2000).

Do ponto de vista clinico, a definicdo cancer tem sido utilizada
para se referir a um conjunto de mais de cem doengas que tém em
comum o crescimento e proliferacdo desordenados de células que
invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se, através de um
processo conhecido como metastase, para diferentes regides do corpo
(COzzl, 2003). Adicionalmente, sob o ponto de vista bioquimico,
considera-se que, independentemente de sua causa, 0 cancer seja uma
doenca basicamente celular caracterizada por desvios nos mecanismos
que dirigem o ciclo celular e a morte celular programada, tudo isto em
decorréncia de certa mudanca no repert6rio da expressao génica, devido
a alguma mutacdo ocorrida em nivel de DNA, que determina o
aparecimento e/ou o comportamento da neoplasia (MOFFAT et al.,
2000; DUESBERG; RASNICK, 2000).

1.3 A carcinogénese e suas bases moleculares

Tem sido proposto que uma célula tumoral resulta de uma célula
normal que sofreu mutacdo, sendo esta uma mudanga na estrutura
primdria. do DNA (KINZLER; VOGELSTEIN, 2002; SOTO;
SONNENSCHEIN, 2004; MERLO et al., 2006). Acredita-se que a
transformacéo de uma célula normal em célula tumoral é um processo
gue pode atravessar varios estagios ao longo de varios anos ou décadas.
Os estagios da carcinogénese incluem iniciacdo, promocao e progressao.
O primeiro envolve uma reagao entre a substancia promotora do cancer
(carcinbgeno) e o DNA das células do tecido podendo haver
suscetibilidade genética. Este estagio pode permanecer latente, sendo
um risco para o desenvolvimento de cancer em uma fase tardia. O
segundo estagio ocorre muito lentamente por um periodo que
compreende muitos meses ou anos. Durante este estagio, a alteracdo na
dieta e o estilo de vida podem ter um efeito benéfico podendo prevenir a
sequéncia da carcinogénese (REDDY et al., 2003 apud SIQUEIRA
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JUNIOR, 2007). Nestes estagios iniciais, as mutacdes carcinogénicas
podem perpetuar-se.

E importante observar que o dano a0 DNA per se nio é um
evento mutagénico. A replicacdo do DNA e subsequente divisao celular
sd80 necessarias para converter o dano em alteracdo que pode ser
transmitida. Assim, a proliferacdo é um fator determinante na geragdo de
mutacBes e na expansdo de clones de células portadoras de alteragdes
genbmicas. Devido aos multiplos pontos de controle que existem para
limitar a proliferacdo inapropriada as células malignas humanas
precisam acumular multiplas mutac@es (em cerca de 4 — 5 genes) que
permitam sua replicacdo autbnoma e invasdo (BERTRAM, 2001 apud
SIQUEIRA JUNIOR, 2007).

As mutacBes carcinogénicas podem ser geneticamente pré-
determinadas ou adquiridas ao longo da vida. As mutaches
geneticamente pré-determinadas influenciam na capacidade de uma
célula para responder aos estimulos de seu meio. Ja as causas das
mutacBes adquiridas, ditas causas externas, sdo varias e podem estar
relacionadas ao meio ambiente (poluicdo, radiaces ionizantes, entre
outras), a agentes infecciosos, por exemplo, a virose causada por
Papiloma Virus Humano, ou outras infeccbes, como a infeccdo pelo
Helicobacter pylori, entre outras; ao uso de medicamentos, fatores que
determinam toxicidade oxidativas, os habitos sociais ou culturais do
individuo, por exemplo, o tabagismo, alcoolismo, a desnutricdo, a
excessiva exposi¢do ao sol, etc (WOLF; RAMIREZ, 2001; AUDIC;
HARTLEY, 2004; INCA, 2011).

As mutacBes carcinogénicas ocorrem em genes gque controlam o
crescimento, a divisao e a diferenciacdo celular; podendo ainda ocorrer
sobre genes que controlam 0s mecanismos que dirigem uma célula para
sua morte programada. Os genes potencialmente acometidos podem ser
divididos em pelo menos trés grupos: proto-oncogenes, oncogenes e
genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes representam uma
familia de genes normais que codificam as proteinas envolvidas no
controle do ciclo celular normal. A mutagdo em proto-oncogenes pode
determinar a presenca e/ou ativagdo de oncogenes cuja expressao, ou
hiperexpresséo, pode predispor ao desenvolvimento de um céncer. Por
fim, o0s genes supressores tumorais sdo aqueles que inibem a
transformacdo de uma célula normal em cancerigena; sua expressao tem
a ver com o controle da expressdo e funcdo de proto-oncogenes e
oncogenes (DE VITA, HELMAN, ROSENBERG, 1998; WOLF;
RAMIREZ, 2001).
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A ativacdo de oncogenes e/ou inativacdo de genes supressores
tumorais, pode levar a superexpressdo de diversas proteinas e
receptores. Por exemplo, a expressdo de receptores de fatores de
crescimento que estimulam a atividade de tirosina-cinases em seus
dominios citoplasmaticos, com frequéncia estd aumentada em muitos
tipos de cancer (RAK et al., 1995; BERTRAM, 2001; RANG et al.,
2004). Outro exemplo particularmente interessante refere-se a proteina
Ras, constituinte da cascata mitogénica SOS — Ras — Raf - MAPK,
ilustrada mais adiante, que se encontra mutada em cerca de 30% dos
tumores humanos, sendo capaz de iniciar um fluxo de sinais
mitogénicos no interior das células, sem necessitar da ativagdo prévia de
receptores sensiveis aos fatores de crescimento (MEDEMA,; BOS, 1993
apud SIQUEIRA JUNIOR, 2007). A inativacdo de genes supressores
tumorais, particularmente o gene p53, leva a perda do controle da parada
do ciclo celular em decorréncia de um dano extenso ao DNA, ocorrendo
simultaneamente, a perda do estimulo para apoptose (GHOBRIAL,
WITZIG, ADJEI, 2005). Muitos tipos de cancer como o de mama,
pulméo, célon retal, ovario e prostata, tém sido associados com a
inibicdo de apoptose, especialmente relacionada com a mutacéo do gene
p53 (EISINGER et al., 1998; GRETARSDOTTIR et al., 1998).

Autores como Hanahan e Weinberg (2000) sugerem que a grande
diversidade de gendtipos das células tumorais seja resultante da
manifestacdo de pelo menos seis alteragbes essenciais na fisiologia
celular que, coletivamente, orientam seu desenvolvimento maligno: 1)
auto-suficiéncia em sinais de crescimento; 2) sensibilidade reduzida aos
fatores que inibem o crescimento celular; 3) evasdo de morte celular
programada; 4) potencial replicativo ilimitado; 5) angiogénese
sustentada; 6) invasdo tecidual e metastase.

1.4 Falhas nos mecanismos reguladores do ciclo celular

O ciclo normal de divisdo celular é governado majoritariamente
por enzimas da familia serina/treonina cinases dependentes de ciclina, as
chamadas CDKs. Normalmente, a progressao do ciclo é determinada por
eventos de fosforilagdo sequenciais através de uma cascata de
holoenzimas, especificas para cada fase do ciclo, envolvendo as ciclinas
e suas parceiras cataliticas, as cinases CDKs (COLLINS; GARRET,
2005) (Figura 1). As CDKs complexam-se com ciclinas distintas nas
diferentes etapas do ciclo celular, formando o complexo CDK-ciclina. A
ativacdo deste complexo dispara processos que conduzem a célula
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através das distintas fases do ciclo. A degradacdo das ciclinas inativa o
complexo (Figura 1A). Uma vez ativada, as CDKs fosforilam seus
substratos. Na maioria dos casos, a fosforilagcdo que ocorre em sitios de
serina/treonina sinaliza para a progressdo do ciclo celular (Figura 1B)
(COLLINS; GARRET, 2005).

Figura 1 - O ciclo celular e a atividade das cinases dependentes de ciclina.
A. B.

. «» Degradacdo
v

> /\ Cdk

Ciclinas

Fonte: Fisicanet®

Disponivel em: L
http://www.fisicanet.com.ar/ A .
biologia/informacion_genetica/ £) G

ap02_ciclo_celular.php#.UNDOh-  pqnte: Adaptado de Pearson Education Inc.
TBhrw. Acesso em: dezembro de 201

De acordo com varios autores, o cancer desenvolve-se em parte
porque as mutacdes cancerigenas podem determinar a delecdo dos
mecanismos normais de regulacdo do ciclo celular (CATZAVELOS,
1997; KAMB, 2000; MOFFAT et al., 2000; SCHNERCH et al., 2012),
como a atividade atipica das CDKs que pode ser acompanhada por
amplificacdo da ciclina, mutacdo das CDKs ou de seus substratos, assim
como a inativagdo de inibidores de CDKs. O resultado disso seria um
estado hiperproliferativo das células cancerosas que também pode ser
originado da amplificacdo de sinais positivos de crescimento, mutacao
dos mecanismos de controle e dos genes envolvidos com o reparo, assim
como a falha nos mecanismos de morte celular programada
(MCDONALD; EL-DEIRY, 2000). Acredita-se que o potencial pleno
das terapias antitumorais, incluindo a terapia génica, depende do
conhecimento adequado desses inibidores e estimuladores moleculares
(MCDONALD; EL-DEIRY, 2000).
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A maquinaria molecular do ciclo celular estard comprometida na
carcinogénese. Neste caso, varios reguladores do ciclo podem ser
alterados e irdo operar como fatores determinantes de cancer. Entre eles,
estdo os inibidores das CDKs, tal como a proteina P16 (SERRANO et
al. 1993; KAMB, 2000). Estas proteinas supressoras de tumor sao
posicionadas estrategicamente para regular algumas decisdes criticas do
desenvolvimento celular. O gene pl6 parece ser um alvo particular de
mutacgdes carcinogénicas. Os mecanismos que regulam o ciclo celular
envolvem varios elementos que podem ser vistos como intermediarios
de vias genéticas distintas. Nesse caso, 0 propdsito final da via ndo é a
producdo de um metabdlito essencial, mas sim o controle preciso da
divisdo de celular (KAMB, 2000).

Vias mdaltiplas provavelmente estdo envolvidas na prevencao da
perda do controle do ciclo celular. Algumas dessas vias podem ser
gerais, funcionando em muitos tecidos, enquanto outras podem ser
muito mais especificas, operando em so6 alguns tipos de células. Vérias
sd0 as vias genéticas que podem estar relacionadas com a carcinogénese,
uma das vias mais importantes envolve a rede sinalizadora RAS
(GTPase, p.ex.) (BOGUSKI; MCCORMICK, 1993; KAMB, 2000).
Outra via importante envolve 0 gene supressor de tumor p53, o p21
inibidor de CDK e um de seus alvos, o complexo CDK2 - ciclina E
(MCDONALD EL-DEIRY et al.,, 1993; DULIC et al., 1994). Uma
terceira via envolve os complexos de ciclina D1 e CDK4 gerados no
processo de regulacdo do ciclo celular (SERRANO et al., 1993). Todos
0s genes supressores de tumor conhecidos e também os proto-
oncogenes, estdo relacionados em pelo menos uma dessas vias
reguladoras. Em analogia com as vias bioquimicas, a alteracdo de um
Unico elemento numa via de controle do ciclo celular (como a inativa¢éo
de um gene supressor de tumor ou a ativagdo de um oncogene) pode ser
suficiente para romper a funcdo dessa via e para torna-la um obstaculo
para 0s processos reguladores (KAMB, 2000).

1.5 Falhas em mecanismos de morte celular

Tratando mais especificamente da questdo das mutacbes que
decorrem em potenciais falhas nos mecanismos de morte celular
programada e que podem determinar o aparecimento de um cancer,
segundo alguns autores, faz-se necessario entender que fisiologicamente
o0 equilibrio entre a sobrevivéncia e a morte das células esta sob o estrito
controle genético. Quando uma célula normal é exposta a leséo
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bioguimica, biolégica ou fisica; ou estiver privada de substancias
necessarias a sua sobrevivéncia, ela ativa uma série de genes de resposta
ao estresse. A partir dai, em alguns casos, esta célula pode
eventualmente se recuperar, mas geralmente o que ocorre é a sua morte
através de um mecanismo programado. A célula morre e a vizinhanca é
reciclada. Neste mecanismo de controle, tem sido considerado que a
apoptose deva desempenhar um papel de protagonista. No entanto, sabe-
se que se o0 evento acomete um grande numero de células, entdo isto
sugere necrose, que é geralmente acompanhada de resposta inflamatoria.
A necrose é um tipo de morte celular que ocorre quando a célula é
exposta a um estado de estresse extremo. Neste caso, a membrana
plasmatica é destruida, o contetdo citoplasmatico extravasa para 0 meio
intercelular e em principio, o ndcleo permanece integro (KAM; FERCH,
2000). Apesar da necrose ser tradicionalmente tratada como um destino
acidental de morte para as células, alguns estudos recentes tém
demonstrado que este mecanismo pode representar um destino
autodeterminado da célula, que pode ser induzido via varios estimulos,
tais como estresse, ativacdo de canais i6nicos ou lesdéo no DNA. Além
disso, nos casos onde as vias de apoptose estdo deficientes ou ausentes,
como observado em alguns casos na carcinogénese, a necrose parece por
vezes possibilitar uma forma alternativa de morte celular (SUN et al.,
2006).

Se por um lado, as falhas nos mecanismos de morte celular
podem ser a causa para um céncer, por outro, a ativagdo destes
mecanismos é a explicacdo para o efeito antitumoral de muitos dos
agentes utilizados para o tratamento desta doenca. A apoptose tem papel
central na patogénese de varias doengas humanas quando o0s
mecanismos de controle apoptético estdo suprimidos, super ou sub
expressos ou alterados por mutagdo (THATTE; DAHANUKAR, 1997).
Em principio, a apoptose é considerada um processo fisiol6gico de
morte celular pelo qual uma Unica célula pode ser eliminada do tecido
vivo. Uma vez que o processo é mediado por proteinas especificas
codificadas no genoma do hospedeiro, a apoptose é considerada um
processo de morte celular programada.

Fisiologicamente, a apoptose é responsavel pela remodelagdo do
tecido, durante o desenvolvimento e renovacdo de tecidos normais (por
exemplo, células hematopoiéticas) durante todo o ciclo de vida de
organismos multicelulares. Tem papel no desenvolvimento embrionério.
Chega a ser considerada por alguns autores como um processo do
sistema imune. As alteragdes morfoldgicas que acompanham a apoptose
sdo caracterizadas pela condensagdo da cromatina e do citoplasma e
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subsequente fragmentacdo da célula em pequenos segmentos
circunscritos pela membrana chamados corpos apoptéticos. A
manutencdo da integridade da membrana na apoptose impede a
liberacdo de substancias deletérias citoplasméaticas e a ativacdo da
resposta inflamat6ria. A apoptose pode ser iniciada por uma variedade
de eventos resultantes quer seja do interior da célula (p53) (Figura 2
B/C), ou externamente, via ligantes de receptores de morte envolvendo
receptores celulares especificos da superficie da célula-alvo (Figura 2
D). Apds o reconhecimento dos estimulos e agrupamento de proteinas
da membrana para um dominio de morte, algumas pré-enzimas
citoplasmaticas sdo convertidas para a sua forma ativa (caspases)
(SERPI, 2003; PAl et al., 2006; AMARAL, 2010).

As caspases compdem o mecanismo de morte efetor da apoptose
e, depois de ativado, conduz a célula em uma fase de degradacédo
irreversivel comum de desorganizacdo do citoesqueleto. Existem
diferentes tipos de caspases como, por exemplo, as caspases iniciadoras
e caspases efetoras. Caspases iniciadoras (caspase-8 e caspase-9) clivam
pré-formas inativas de caspases efetoras, ativando-as; caspases efetoras
(caspase-3 e caspase-7), por sua vez, clivam outros substratos proteicos
da célula resultando no processo apoptotico. A iniciacdo da reacdo em
cascata é regulada por inibidores de caspases (DEGTEREV; YUAN,
2008).

O segundo estagio da morte por apoptose (fase de execucdo) é
quando ocorrem as mudangas morfoldgicas celulares caracteristicas. Os
principais processos ocorridos nesta fase sdo protedlise e inativacdo
mitocondrial. A desestruturacdo celular resulta da ativacdo da familia de
cisteina-proteases, as caspases. As caspases Sd0, em principio,
zimdgenos que tém sido conservados dos nematoides aos homens. Cerca
de quatorze caspases humanas ja foram descritas (WYLLIE, 1997;
SAVITZ et al., 1998). Proteinas de sobrevivéncia (da familia Bcl-2)
controlam o mecanismo de destruigdo dirigido pelas caspases
(MASLINSKA, 2003).

O processo de apoptose deficiente participa na patogénese de
varias doengas, como neoplasias, inflamagdes crénicas ou doengas
autoimunes e outras condi¢des (ELMORE, 2007). Os agentes
antitumorais ideais deveriam induzir os tumores a apoptose (KERR et
al., 1994). Kam e Ferch (2000) explicam que tais agentes podem gerar
um estimulo determinado a partir do qual uma célula pode entrar em
processo de apoptose. Admite-se que este mecanismo de morte ocorra
em dois estagios basicamente. O primeiro estadgio (de decisdo) é
controlado geneticamente por dois importantes genes, Bcl-2 e p53. O
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Bcl-2 é uma familia de genes que regula negativamente a apoptose na
membrana mitocondrial e no reticulo endoplasmético (Figura 2 B),
podendo atuar pelo controle sobre canais de célcio (TSUJIMOTO ET
al., 1985; CLEARY et al., 1986; VAUX et al., 1992; BROWN, 1996;
VAUX, 2011). Atualmente, é reconhecida a existéncia de uma familia
de proteinas nos mamiferos semelhante a Bcl-2 que promove ou inibe a
apoptose (HOCKENBERY et al., 1993; YANG et al., 1997; AL-HARBI
et al.,, 2011). As proteinas, tais como Bcl-2 e Bcl-xL, previnem a
apoptose, ao passo que proteinas Bcl-2 associadas a proteinas X, tais
como Bax, Bak e Bcl-xS, PUMA e NOXA promovem a apoptose
(HAUNSTETTER; 1IZUMO, 1998; SAVITZ et al., 1998).

Figura 2 - Atividade do p53 (A). As vias de apoptose mediadas pelo p53
mitocondrial e citosolica (B). A liberacdo do citocromo-c e ativacdo das
caspases por via intrinseca mitocondrial (C). A ativacdo da apoptose por via
extrinseca pelo receptor de morte FAS (D).

A. B.
Danos no DNA

(carcinogenos quimicos, radiagio X, UV ou¥)

| o e Dy
x &) ! :

® % o
TS @ o % AFEnoG
0 o o
p21 H Sed oo
BaX i smocoreto ¥ *
& H Cytochrome ¢

Reparo DNA Parada ciclo celular Apoptose . ' l
L | | H
1 oy \\ foee @ | P
Manutencio da integridade gendémica " """ O p=
e L L APOPTOSIS
Fonte: Adaptado de Serpi (2003) Fonte: Amaral (2010)
D.
EXTRINSIC PATHWAY
INTRINSIC PATHWAY Fas/CD85, \
RADIATION/ s
cusuorEV’-\
\ s
FLIP # /
gAsPAséi;

Bel-2 Y
Beial et O /
g MeH

ST chsPASESS)
: Mitochondria R > APOPTOSIS 4
cetdesth  Fonte: Degterev; Yuan (2008) Fonte: Pai et al. (2006)

A P53 ¢é uma fosfoproteina nuclear de 53 kDa, que se liga ao
DNA para atuar como um fator de transcricdo e estd implicada no
controle da proliferacdo celular e no reparo do DNA (Figura 2 A). Esta
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proteina é considerada guardido do genoma (MIYASHITA; REED,
1995). Mutacdes do gene p53 foram encontradas em pelo menos 50%
dos carcinomas humanos e também séo associadas com a resisténcia a
quimioterapia (DONEHOWER et al., 1992).

A figura 2 (A) ilustra resumidamente o papel antitumoral de
p53. Frente ao estresse e ao dano no DNA, o p53 pode: a) ativar
proteinas de reparo do DNA; b) induzir a parada do crescimento
blogueando o ciclo celular no ponto de regulacdo G1/S pelo
reconhecimento de dano sobre o DNA (se o blogueio for mantido por
tempo suficiente, as proteinas de reparo do DNA terdo tempo para
consertar o dano e a célula sera capaz de continuar seu ciclo; ¢) iniciar
apoptose, se 0 dano no DNA provar ser irrepardvel (AMARAL, 2010).

A proteina P53 ativada liga-se ao DNA e ativa a expressdo de
varios genes, inclusive o gene que codifica para a proteina P21, além de
uma centena de outros genes. A proteina P21 liga-se aos complexos G1-
S/ICDK (CDK2) e S/CDK, que sdo moléculas importantes para a
transicdo G1/S no ciclo celular, inibindo a atividade delas (NCBI, 2008;
MRAZ et al., 2009). Quando P21 estd complexada com CDK2, a célula
ndo pode continuar o proximo estagio da divisdo celular. No caso de
alguns tipos de cancer, uma P53 mutante ndo pode ligar-se ao DNA de
forma efetiva e, como consequéncia, a proteina P21 ndo estara
disponivel para agir como sinal de parada para a divisao celular (NCBI,
2008).

Ainda na figura 2 (B), estdo ilustradas as vias de apoptose
mediadas por p53. Na via de apoptose citos6lica, p53 nuclear induz a
expressao de PUMA, que por sua vez libera P53 citosolico inativado
através de uma ligacdo a Bcl-XL. Entdo, P53 induz a oligomerizacao de
Bax no citosol e sua translocagdo mitocondrial. O acumulo de P53 no
citoplasma, como uma consequéncia do transporte intracelular normal
ou monoubiquitinacdo estavel é a principal fonte de P53 mitocondrial.
Ja na via mitocondrial, P53 induz a olimerizacdo de Bax e Bak,
antagoniza o efeito de Bcl-2 e Bcl-XL antiapoptéticas, além de formar
um complexo com a ciclofilina D na membrana mitocondrial interna.
Estas alteragBes resultam na ruptura das membranas mitocondriais e
posterior liberagdo de ambos os fatores sollveis e insollveis
apoptogénicos. Como ilustrado na figura 2 (C), o citocromo ¢ que
fisiologicamente atua na transferéncia de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons, uma vez liberado no citoplasma de células
em apoptose fica disponivel para se ligar a Apaf-1 que se liga a caspase
9, assim formando um complexo chamado apoptossoma. Por esta
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ligacdo, a presenca de citocromo ¢ no citosol é suficiente para causar a
morte celular dependente de caspase (VAUX, 2011).

Na figura 2 (D), estd ilustrada a via de ativacdo extrinseca da
apoptose, outra além da mitocondrial. Nesta, o receptor FAS que é um
receptor de morte na superficie das células dispara a apoptose
(WAJANT, 2002). O receptor FAS (FasR) é uma proteina que, em
humanos é codificada pelo gene TNFRSF6. FAS forma o complexo
sinalizador de inducdo de morte (DISC) a partir de um sinal de um
ligante. A partir do ligante, FAS trimeriza e seu dominio de morte DD é
ativado. Na sequéncia, o complexo receptor é internalizado através da
maquinaria celular endossomal. Isto permite que FADD, uma molécula
adaptadora ligue-se ao dominio de morte de FAS através do seu dominio
de morte (HUANG et al. 1996). FADD também contém um dominio de
morte efetor (DED) proximo do seu terminal amino, que facilita a
ligacdo de DED a caspase-8 (EBERSTADT et al. 1998). A caspase 8
pode entdo ativar-se automaticamente através de clivagem proteolitica
nas subunidades pl0 e pl8, cada uma das duas formam a enzima
heterotetramera ativa. A caspase-8 ativa € liberada a partir do disco para
0 citosol, onde cliva outras caspases efetoras, levando a degradacédo do
DNA, blebbing de membrana, e outras marcas da apoptose.

Ainda referente a figura 2 (A), estd demonstrado que a enzima
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) possui alguma relagdo na morte
celular mediada por p53. Fisiologicamente, a PARP desempenha um
papel no reconhecimento do dano e reparo do DNA. Um dos primeiros
eventos que ocorre apés a ruptura da fita de DNA é o aumento da sintese
de poli (ADP - ribose) feito pela PARP. Este evento é seguido por poli
(ADP) ribosilagdo de proteinas localizadas na vizinhanga das fitas do
DNA. A PARP detecta a ruptura no DNA e catalisa a ligacdo de
unidades de ADP-ribose a partir de NAD", causando inclusive consumo
de ATP. Sabe-se que danos sustentados em nivel de DNA e consequente
hiperatividade da PARP estdo relacionados ao inicio da necrose. Por
outro lado a PARP possui uma sequéncia DEVD que pode ser
reconhecida e clivada pelas caspases, rendendo apoptose. A clivagem da
PARP pelas caspases € uma marca da apoptose (HERCEG; WANG,
1999). A PARP é conhecida por estar envolvida na regulagéo do p53, no
entanto como ocorre este relacionamento ainda ndo esta claro. Existem
estudos que mostram que a PARP regula positivamente o p53 (TONG et
al., 2001).

Além da necrose e apoptose, outro mecanismo tem sido
reconhecido como um processo celular relacionado a patogenia do
cancer. Este processo inclusive, tem se tornado uma importante area de
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pesquisa, a autofagia ou ‘“autodigestdo”. Trata-Se de um processo
complexo geneticamente programado e evolutivamente conservado
através do qual, proteinas e organelas envelhecidas ou disfuncionais sao
degradadas (SHINTANI; KLIONSKY, 2004). O processo de
macroautofagia, por exemplo, envolve a formago de uma vesicula de
membrana dupla, que encapsula citoplasma e organelas e entdo se
fusiona com lisossomos, degradando assim o conteldo vesicular
(YORIMITSU; KLIONSKY, 2005). A autofagia parece ter duplo papel
no que diz respeito ao cancer, ambos ocorrendo em estagios diferentes
da doenca, 0 que é motivo de intenso debate entre os pesquisadores.
Autores como Tan et al. (2009) concluiram que: 1) a supressdo da
autofagia pode contribuir para o rapido crescimento inicial dos tumores;
2) contudo, nos estagios mais avancados, a autofagia pode ter papel pro-
tumoral, servindo para providenciar nutrientes essenciais para as células
mais internas dos tumores sélidos que ndo tem acesso direto a circula¢do
sanguinea; por ultimo, os autores destacam que possivelmente a indugédo
da autofagia nos estagios iniciais e/ou a sua inibicdo nas fases mais
avancadas do desenvolvimento do céncer pode sensibilizar as células
aos agentes antitumorais.

1.6 Vias de sinalizac@o celular operam de forma autossuficiente no
cancer

Como j& explicado, os tumores sdo o resultado de divisdo
celular descontrolada. Normalmente, a divisdo celular é regulada por
uma familia de fatores de crescimento extracelular que, geralmente, séo
proteinas que fazem células em quiescéncia entrar no processo de
divisdo celular. As mutacGes carcinogénicas podem ocorrer em genes
qgue codificam proteinas mediadoras de sintese, regulacdo ou
reconhecimento dos fatores de crescimento, o que pode levar ao cancer
(MOFFAT et al., 2000; DUESBERG; RASNICK, 2000; LEHNINGER;
NELSON; COX, 2008). Pelo menos duas dessas vias de sinaliza¢do, que
podem estar hiperativas devido a muta¢des em alguns casos de cancer,
valem a pena ser mencionadas:

a) A via ou cascata das cinases ativadas por mitégenos (MAPKS).
Mitdgenos sdo sinais para divisdo e proliferagdo celular. Exemplos: o
fator de crescimento epidermal (EGF), fatores de crescimento
semelhantes a insulina (p.ex. IGF-1) ou o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), entre outros. A dindmica normal de ativagdo desta
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via e seu resultado (crescimento e proliferagdo) estdo ilustrados
esquematicamente na figura 3.

Figura 3 - A via de sinalizagéo celular das cinases ativadas por mitdgeno
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Fonte: Adaptado de Lehninger; Nelson Cox (2008).

Inicialmente, sua ativacdo depende de uma interacdo entre um
ligante (fator de crescimento) com um receptor do tipo tirosina-cinase.
Esta interacdo leva o receptor a uma autofosforilacdo que abre o sitio
ativo, de modo que a enzima pode fosforilar residuos de Tyr de outras
proteinas-alvo. Como ilustrado na figura 3, uma dessas proteinas-alvo €
0 substrato do receptor de insulina IRS-1. Uma vez, fosforilado, IRS-1
torna-se um ponto de nucleacdo para um complexo de proteinas (passo3,
Figura 3) que carrega a mensagem oriunda do receptor até alvos finais,
no citosol e nucleo, através de uma longa série de proteinas
intermediarias. Primeiro o residuo de fosfotirosina em IRS-1 liga-se ao
dominio SH2 da proteina Grb2 (SH2 é uma abreviatura para homologia
2 Src; a sequéncia do dominio SH2 é semelhante em outras proteinas
tirosina-cinase). Uma gama de proteinas sinalizadoras contém dominios
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SH2, todas podem ligar-se em residuos de fosfotirosina em proteinas
associadas. Grb2 também contém um segundo dominio ligante para
proteinas, SH3, que se liga a regides ricas em residuos de Pro. Grb2
liga-se ao residuo rico em Pro de Sos, recrutando Sos em um crescente
complexo (veja passo 3, Figura 3).

Quando ligado ao Grb2, Sos catalisa a substituicdo da ligacdo de
GDP por GTP em Ras, que é uma proteina da familia de proteinas
ligantes de nucleotideos de guanosina (proteina G) que intermedeia uma
gama de sinais de transducdo. Quando o GTP € ligado, Ras pode ativar
uma proteina cinase Raf-1 (passo 4). Raf-1 é a primeira de uma série de
trés proteinas cinases da familia das MPKs — Raf-1, MEK e ERK. Estas
formam uma cascata, na qual cada cinase ativa a proxima por
fosforilacdo (passo 5). A proteina cinase ERK é ativada por fosforilagéo
em dois residuos, um de Thr e outro de Tyr. Quando ativada, ela
intermedeia alguns dos efeitos bioldgicos de fatores de crescimento
semelhantes a insulina, pois ela entra no nucleo e fosforila proteinas
como EIlk-1, que ativada modula a transcricdo de cerca de 100 genes
regulados por este fator (passo 6) (MEDEMA; BOS,
1993;LEHNINGER; NELSON; COX, 2008). O que é realmente
interessante, no contexto desta tese, é que como ja explicado
anteriormente, esta via encontra-se mutada em cerca de 25% dos
tumores humanos, neste caso sendo capaz de iniciar um fluxo de sinais
mitogénicos no interior das células, sem necessitar da ativacio prévia de
receptores sensiveis aos fatores de crescimento (MEDEMA,; BOS, 1993;
LEHNINGER; NELSON; COX, 2008).

b) A via de sinalizacao da fosfoinusitol 3 cinase (PI3K)/ Akt/ mTOR ou
simplesmente via da Akt (Figura 4).

Da mesma maneira que ocorre na ativagdo da via das MAPKSs, a via
da Akt também é ativada a partir da interacdo de algum fator de
crescimento com um receptor do tipo tirosina-cinase. O que ocorre é que
na sequéncia desta via, o IRS-1, alternativamente liga-se a
fosfatidilinusitol 3 cinase (PI-3K) (Figura 4) que converte
fosfatidilinusitol 4, 5 bifosfato (PIP2) na membrana em fosfatidilinusitol
3, 4, 5-trifosfato (PIP3). A partir dai, a proteina cinase PDK-1, que é
ativada quando se liga ao PIP3, ativa uma segunda proteina, a proteina
cinase efetora PK, também conhecida como Akt. Os alvos da Akt sdo
demonstrados na figura 4. A Akt tem papel central na regulagio geral da
funcéo celular. Ela pode fosforilar e inibir a cinase 3 beta da glicogénio
sintase (GSK-3p) e assim interferir no ciclo celular e metabolismo dos
carboidratos. Pode ainda fosforilar e inibir mediadores de apoptose
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como Bad e NF-xB (LEHNINGER, NELSON; COX, 2008). Assim,
como pode fosforilar e ativar a proteina mTOR que intermedeia sinais
de crescimento e proliferacdo (Figura 4). Da mesma maneira que a
autossuficiéncia da via das MAPKs tem relagdo com o cancer, a da via
da Akt também. Para se ter uma ideia, alguns agentes antitumorais de
sucesso, como a Rapamicina, tem seu efeito explicado por um
mecanismo de inibicdo da ativacdo de intermedidrios desta via. A
Rapamicina inibe a fosforilacdo de mTOR. Assim, muitos pesquisadores
tém investido esforcos na identificacdo de inibidores da via da Akt.
Pesquisadores da indlstria farmacéutica Abbot ja relataram o
desenvolvimento de uma série inovadora de anadlogos de piridina que
podem ligar-se ao sitio ligante de ATP da Akt e inativa-la. Eles
pretendem testar estes compostos no tratamento de alguns casos de
cancer (LINDSLEY et al., 2008).

Figura 4 - A via de sinalizacdo celular PI3K/Akt/mTOR.

Fator de cresci —
Receptortirosina
cinase

JO00R0AC0N r«mv—w-» O0000000A00AN0NNN0AN0N00000
!Plasma |

| mcmbmnc
p, Py p") SOOI
(1, @g1 Cytosol

@ @ :

Gsk3p.  : (MDOM2 (NF-xB (FKHR ( BAD = : (mTOR

Ciclo celu_lar Apotose Crescimento
Metabolismo Proliferagdo

de
carboidratos

Fonte: Adaptado de Lehninger; Nelson; Cox (2008).
1.7 Estresse oxidativo: carcinogénese e tratamento do cancer

A participacdo do oxigénio no metabolismo dos organismos
aerobios determina a geracdo normal de espécies reativas de oxigénio.
EROs ¢ a sigla utilizada para se referir as espécies reativas de oxigénio.
Sabe-se que em concentracdes fisiolégicas, as EROs desempenham



43

varios papéis importantes, entre eles, a participacdo na sinalizagdo
celular, na atividade do sistema imunoldgico, etc (SIES, 1993).
Contudo, quando ha uma producao excessiva dessas espécies e/ou uma
diminuicdo das defesas antioxidantes, o organismo pode estar submetido
a um processo denominado de estresse oxidativo. Acredita-se que a
origem de muitas situacBes patoldgicas estd relacionada a um estresse
oxidativo, sendo que as espécies oxidativas podem desempenhar um
papel importante no desenvolvimento do dano tecidual pelo ataque a
biomoléculas como carboidratos, lipidios, proteinas e o0s 4&cidos
nucléicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Estes sdo alguns dos
motivos para o crescente interesse sobre EROs, desde o inicio da década
de oitenta. Os niveis elevados de EROs no organismo parecem ser um
dos maiores responsaveis pelo processo de envelhecimento (HARMAN,
1992). O ataque oxidativo sobre o DNA pode estar intimamente
relacionado as mutacoes carcinogénicas (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1999).

Por outro lado, no caso das células cancerosas, alguns estudos tém
demonstrado que elas apresentam defesas antioxidantes alteradas e altos
niveis basais de EROs. Mais recentemente, este fato tem sido
considerado uma vulnerabilidade a ser explorada no tratamento do
cancer pelo uso de agentes moduladores do estado redox das células.
Estes agentes tiram vantagem desta particularidade bioquimica e assim
atacam mais seletivamente as células tumorais. As células normais
mantém sua homeostase redox com baixos niveis basais de EROs
porque elas tém controle estrito do balango entre geragdo e eliminagdo
de EROs. Como consequéncia, as células normais podem tolerar certo
nivel de EROs exdgenos, algo que as células cancerosas fazem com
muito menos eficiéncia (TRACHOOTHAM et al, 2006; VERRAX et
al.,, 2011). Neste sentido, pelo menos duas abordagens vém sido
testadas: a) 0 uso de agentes exdgenos geradores de EROs e b) o uso de
compostos que inibem o sistema antioxidante (VERRAX et al., 2011).

1.8 Estresse oxidativo pode causar estresse de reticulo
endoplasmético

A toxicidade oxidativa também estd envolvida no ataque a
células vulneraveis que sdo induzidas & morte por um complexo
mecanismo que envolve estresse do reticulo endoplasmatico. O estresse
de reticulo endoplasmatico, em principio, é uma resposta adaptativa
essencial ao acimulo de proteinas celulares mal conformadas. Ele é
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induzido por um sistema celular de “controle de qualidade” que garante
0 transito correto de proteinas ao complexo de Golgi (ZHANG;
KAUFMAN, 2006). O papel principal do estresse de reticulo
endoplasmatico é favorecer a sobrevivéncia das células por meio do
aumento da capacidade para dobrar proteinas ou, facilitando a
exportacdo de proteinas mal dobradas para o citosol onde deve ocorrer
sua degradacdo (degradacao associada ao estresse de reticulo) (ZHANG;
KAUFMAN, 2006). Mas, este fendbmeno requer um complexo processo
regulatério, conhecido por resposta a proteinas mal dobradas que regula
a transcricdo e a tradugdo de um grande nimero de genes (SHRODER,
KAUFMAN, 2005). A depender do contexto, este processo pode
finalmente induzir a morte celular, provavelmente quando a resposta
inicial de sobrevivéncia ndo pode compensar as modificagdes sobre as
proteinas sujeitas a um estimulo lesivo (ZHANG; KAUFMAN, 2006).

1.9 Invasdo e metéastase

O tumor primario é uma massa tecidual que aparece no local onde
ocorre a transformacdo da célula normal em célula tumoral. Se as
células tumorais permanecessem localizadas, o cancer ndo teria grande
relevancia clinica. Entretanto, as células tumorais nem sempre
permanecem na massa tumoral primaria, podendo ser deslocadas por: 1)
invasdo, ou o movimento de células para o interior do espag¢o ocupado
por tecidos vizinhos; 2) por metastase, onde ha a formacdo de tumores
secundarios em outros 6rgdos localizados em pontos distantes do tumor
primario (OPPENHEIMER, 2006 apud SIQUEIRA JUNIOR, 2007).

Invasdo, em seu conceito mais simples, é a expansdo de células
tumorais para o interior do tecido circundante, como resultado de
divisdo celular continua, podendo ocorrer ainda um movimento celular
ativo. As células nos tumores possuem fraca adesdo entre si, 0 que
facilita seu deslocamento e locomogdo. Este tipo de movimento nao
ocorre no tecido normal (MAZZOCCA et al., 2005; WILSON et al.,
2005). As células normais, de fato, movimentam-se quando em cultura e
no curso do desenvolvimento embriol6gico, normalmente quando tocam
umas as outras, usualmente interrompem seu crescimento e movimento.
Entretanto, as células tumorais, pelo menos em cultura, ndo séo
controladas pelo contato e, no corpo continuam a crescer e se mover
para o interior dos tecidos circundantes. Além disso, muitas células
tumorais liberam proteases, que as auxiliam rompendo tecidos
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circundantes e assim, facilitando a invasdo (MAZZOCCA et al., 2005;
WILSON et al., 2005).

A metastase é a propagacdo de células tumorais para areas nao
adjacentes ao cancer primario. A disseminacdo pode ocorrer por invasdo
de vasos sanguineos ou linfaticos, por penetracdo das células tumorais
no interior da cavidade corpdrea ou espacgos que circundam os 6rgdos. A
célula tumoral perde sua aderéncia junto ao tumor primario e pode
invadir inicialmente os vasos sanguineos e/ou linfaticos. Para tanto, a
célula tumoral infiltra-se na membrana basal que circunda os vasos. A
membrana basal e o tecido conectivo extracelular contém estruturas que
podem ser desestabilizadas por enzimas degradativas essenciais para a
invasdo e posterior metastizagdo, cujos alvos principais sdo as moléculas
de colageno. A célula cancerosa pode invadir os vasos linfaticos
diretamente, ou 0s vasos sanguineos. Podem ainda passar dos canais
venosos para os linfaticos, e vice-versa, indicando a existéncia de uma
rede venolinfatica. Os linfonodos regionais podem servir inicialmente de
barreiras a disseminacdo da doenca metastatica, mas em alguns casos
também podem dissemind-la (FIDLER, 2002 apud SIQUEIRA
JUNIOR, 2007).

A maioria das células tumorais que entra na circulacdo é
rapidamente eliminada, portanto, quanto maior for o agregado celular,
maior a chance de sobreviver na corrente sanguinea. A disseminacdo
hematogénica ocorre quando o tumor penetra na circulacdo sanguinea,
podendo haver aprisionamento e adesdo dos émbolos tumorais em
orgdos distantes. Entdo, o tumor invade a parede do vaso com
extravasamento para o tecido adjacente e inicia sua multiplicacdo
(FIDLER, 2002; OPPENHEIMER, 2006). Alteragdes nos componentes
moleculares, tais como: depdésito de fibrina, agregacdo plaquetéria e
adesdo ao redor do tumor, podem proteger as células em uma trama
mecanica, auxiliando a sua captura nos leitos vasculares, protegendo o
tumor da resposta imunoldgica do hospedeiro. A alteragdo da
coagulacdo também é relatada em pacientes com cancer, tais como o
aumento dos niveis de tromboplastina, o prd-coagulante A, responsavel
pelo fator X da coagulacdo, e a presenga de fosfatidilserina na
membrana celular (FIDLER, 2002; OPPENHEIMER, 2006). Os fatores
que, dentro do vaso sanguineo, contribuem para a morte das células
tumorais que entram na circulagdo sdo: o fluxo sanguineo turbulento, os
macréofagos, as células natural Kkillers, plaguetas e Oxido nitrico
(FIDLER, 2002; OPPENHEIMER, 2006). Apds a agregacdo da celula
tumoral no leito capilar, ha a retracdo do endotélio, permitindo sua
passagem para o tecido extracelular. O passo seguinte é o crescimento
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da célula tumoral. A sua inibicdo ou crescimento dentro do hospedeiro
irdo depender de fatores autdcrinos, pardcrinos e endocrinos, além do
sitio especifico das metéstases (FIDLER, 2002; OPPENHEIMER, 2006
apud SIQUEIRA JUNIOR, 2007).

1.10 Tratamento do cancer

Em principio, as trés abordagens principais possiveis para 0
tratamento de cancer sdo: excisdo cirdrgica, radioterapia e
quimioterapia. Elas podem ser aplicadas isoladamente e/ou em
associagdo. Estima-se que cerca de 1/3 dos casos possam ser resolvidos
por medidas localizadas, feitas por cirurgia e/ou radioterapia. Contudo, a
maioria dos casos caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de
micrometastases, 0 que evidencia a necessidade de uma abordagem
terapéutica sistémica, que é realizada pela quimioterapia (ENGERS;
GABBERT, 2000).

A quimioterapia convencional do céncer, no geral, tem efeito
citotdxico, ou seja, pode matar células. O sucesso no tratamento dos
tumores por meio destes farmacos depende de uma maior sensibilidade
das células cancerosas, comparativamente as células normais. As células
cancerosas em proliferagdo descontrolada sdo, em geral, menos
diferenciadas e mais susceptiveis a citotoxicidade dos quimioterapicos
do que as células quiescentes. Entretanto, as diferencas de sensibilidade
entre células neoplasicas em comparagdo as normais sdo, as vezes,
pequenas, € a toxicidade é um problema comum da quimioterapia
(RUSTIGI; PODOLSKY, 1996; AJITH; JANARDHANAN, 2002).
Outros farmacos também vém sendo desenvolvidos, os quais podem,
por exemplo, bloquear a invasdo, angiogénese, ou intermediarios de vias
de sinalizacdo celular. Muitos destes farmacos possuem um efeito muito
mais citostatico do que citotoxico. Tem se considerado que o
desenvolvimento e a aplicacdo de terapias citostaticas para o cancer
podem constituir um paradigma de traducdo clinica que devera
complementar as terapias citotoxicas convencionais (KOHN; LIOTTA,
1995).

Os progressos da bioquimica e da biologia molecular trouxeram
esclarecimentos sobre a patogenia do cancer em nivel molecular, o que
acabou rendendo novas perspectivas de sucesso para abordagens
terapéuticas alternativas. Entretanto, como o céncer é uma familia de
doengas, cada tipo de cancer tem sua evolucéo clinica caracteristica, e,
consequentemente, terapia diferenciada (GORCZYCA et al., 1999).
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Novos desenvolvimentos no tratamento do céncer estdo sendo
baseados no perfil genético dos tumores e imunoterapia, por exemplo. A
abordagem baseada no perfil genético de um tumor tem sido utilizada
tanto para prever o prognostico do paciente, como também para a
definicdo de um tratamento mais apropriado, tendo em vista, por
exemplo, o emprego de anticorpos ou imunotoxinas no tratamento. A
imunoterapia do cancer baseia-se no uso do sistema imune (anticorpos)
para rejeitar ou destruir o tumor. Isto pode ser alcancado através de
imunizacdo do paciente, por exemplo, através da administracdo de uma
vacina contra o0 cancer, neste caso o préprio sistema imunolégico do
paciente é treinado para reconhecer células tumorais como alvos para
serem destruidos. A imunoterapia envolve células imunoldgicas, tais
como as células natural killers, os linfécitos T citotoxicos, as células
dendriticas, entre outras, que sdo ativadas in vivo quer através da
administracdo de certas citocinas, tais como interleucinas ou s&o
isoladas, enriquecidas e transfundidas para o paciente que luta contra um
cancer. O sipuleucel-T ¢é a primeira imunoterapia terapéutica celular a
demonstrar eficacia em ensaios clinicos de Fase Il por prolongar a vida
de pacientes com cancer de préstata hormonio refratario
(PEPPERCORN et al., 2012).

A imunoterapia do céncer pode ainda ser feita através da
administracdo terapéutica de anticorpos ou imunotoxinas como
medicamentos para destruir células tumorais. Um exemplo que pode ser
citado € o caso dos anticorpos Trastuzumab, Pertuzumab e T-DM1 e da
imunotoxina HER2- afitoxina, atualmente aprovados para o tratamento
de cancer de mama HER2+. Estes agentes atacam o receptor 2 do fator
de crescimento epidermal humano (HER2) em tumores de mama HER2
positivos (NAHTA, 2012).

Ainda, outro caso a ser mencionado esta relacionado a
importancia do perfil genético dos tumores. Para exemplificar,
recentemente foi relatado por pesquisadores, como Patel et al. (2012),
no The New England Journal of Medicine, que ja foram identificadas
anormalidades genéticas detectadas como marcadores em pacientes com
leucemia aguda mielogénica que podem ser utilizadas para prever mais
precisamente 0 prognostico de pacientes e selecionar o melhor
tratamento disponivel para eles. Os autores afirmam que o perfil
genético torna possivel categorizar melhor os pacientes e identificar
quais sdo mais propensos a recidiva. Também afirmam que é possivel
selecionar o tratamento de forma mais inteligente. O perfil genético
ajuda muito a saber qual subgrupo de pacientes vdo realmente se
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beneficiar de terapias intensivas, tais como uma maior dose de
quimioterapia ou transplante de medula 6ssea (PATEL et al., 2012).

Infelizmente, mesmo nos dias de hoje, o cancer ainda representa
um problema de salde bastante grave visto, sobretudo sua incidéncia,
mortalidade e limitacGes no seu tratamento. O fato é que embora ja
existam farmacos consagrados para o tratamento do cancer, para todos
0s grupos de agentes antitumorais, ha uma alta incidéncia de efeitos
adversos associados a elevada toxicidade e, os farmacos disponiveis
muitas vezes ndo sdo capazes de fazer regredir completamente os
sintomas da doenca, falhando em eficacia. Além disto, o
desenvolvimento de resisténcia & quimioterapia (MDR = multidrug
resistence ou resisténcia multifarmaco) é muito frequente, obrigando o
clinico a optar por terapias de associacdo de dois ou mais farmacos
(JENDIROBA, 2002).

Assim devido a estes motivos, quando se considera o cancer, as
pesquisas por novas substancias ativas que possam substituir as
disponiveis com vantagens relacionadas a eficacia e a seguranca sdo
ainda consideradas fundamentais. Portanto, as informacdes apresentadas
até aqui sdo suficientes para justificar o desenvolvimento continuo dos
estudos que visam a descoberta de novos farmacos antitumorais.

1.11 Pesquisas de novos farmacos antitumorais

Por conta dos altos custos e da necessidade continua de ensaios
mais volumosos sob a forma de screenings para a descoberta de novos
farmacos para o combate do cancer, as pesquisas realizadas nos centros
mais modernos de estudos da doenca evoluiram para uma configuracdo
gue conta com basicamente dois estagios. A abordagem tomada, como
por exemplo, pelo Instituto Nacional do Cancer Americano ou National
Cancer Institute (NCI), evoluiu de um screening altamente empirico
composto-orientado baseado em dados coletados em animais para um
screening realizado sobre um painel de linhagens celulares humanas
cultivadas in vitro. A vantagem desta nova abordagem, além de ser
orientada pela doenca e de sua adaptabilidade aos screenings mais
volumosos, é sua flexibilidade, o que diz respeito principalmente aos
extratos de produtos naturais. Enquanto os modelos animais requerem
uma quantidade relativamente grande de compostos relativamente puros
para 0 screening, o painel in vitro pode, na verdade, ser usado para
dirigir a purificagdo dos compostos ativos a partir de pequenas
quantidades de compostos ou extratos de produtos naturais (KHLEIF;
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CURT, 2000). No primeiro estagio, os agentes chegam a ser testados
contra um painel de aproximadamente 60 linhagens celulares,
representando os tumores mais comuns dos humanos adultos, incluindo
cancer de pulmdo, mama, célon, rins, ovarios, entre outros (BOYD et
al.,, 1989). Os tumores resistentes aos farmacos quimioterapicos
convencionais sdo estrategicamente incluidos neste screening. No
segundo estagio, normalmente os tumores considerados mais sensiveis
sdo testados contra o mesmo farmaco em camundongos nus com
deficiéncias imunoldgicas. A atividade detectada nestes sistemas
xenograficos humano-camundongos, em si, normalmente é suficiente
para gerar defini¢des importantes acerca do desenvolvimento pré-clinico
mais avancado, incluindo os ensaios de toxicologia e formulagéo, estas
gue sdo as etapas normalmente mais onerosas do desenvolvimento de
um farmaco antitumoral (KHLEIF; CURT, 2000).

Os modelos animais, no entanto, continuam a desempenhar um
papel critico no desenvolvimento dos farmacos antitumorais. A
atividade pré-clinica de um agente antitumoral, sendo detectada em um
sistema in vivo relevante, é condigdo fundamental para justificar os
ensaios clinicos. Como o desenvolvimento de agentes antitumorais
torna-se progressivamente voltado aos agentes que modificam respostas
bioldgicas, diferenciam tumores, e inibem a metéstase e invasdo, 0s
modelos animais irdo ainda tornar-se mais importantes futuramente.
Imunoestimulantes e inibidores de metastase podem ser estudados numa
fase pré-clinica somente a partir de modelos de sistemas animais
apropriados (KHLEIF; CURT, 2000).

Os farmacos utilizados na medicina moderna sdo obtidos de
muitas fontes, podendo ter origem sintética ou natural; sendo que a fonte
natural pressupde origem a partir das plantas, fungos, microrganismos,
animais ou minerais (VIEGAS Jr.; BOLZANI, 2006). Entretanto, a
maioria dos medicamentos utilizados hoje em dia tem origem sintética
(cerca de 80%), mesmo que em principio possam ter sido identificados
e/ou derivados de produtos naturais. Os demais farmacos correspondem
aqueles de origem natural ou semissintética. A sintese de farmacos é um
importante capitulo da quimica organica, uma vez que permite a
construgdo de moléculas, em seus diversos niveis de complexidade. Esse
desdobramento da sintese organica pode apresentar vantagens
particulares, pois além de racionalizar uma vasta sequéncia de etapas
sintéticas visando obter os melhores rendimentos, é possivel também
dispensar atencdo ao grau de pureza e a escala da reacdo (MENEGATTI
etal., 2001).
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Por outro lado, a terapéutica moderna composta por
medicamentos com acdes especificas sobre receptores, enzimas e canais
ibnicos, ndo teria sido possivel sem a contribuigdo dos produtos naturais,
notadamente das plantas superiores. Segundo varios autores, é possivel
estimar que até um terco do total dos medicamentos mais prescritos e
vendidos no mundo foram desenvolvidos a partir dos produtos naturais.
No caso dos antitumorais e dos antibidticos, por exemplo, esse
percentual atinge cerca de 70% (CRAGG; NEWMAN, 1999; YUNES;
CALIXTO, 2001). A natureza, de um modo geral, é a responsavel pela
producdo da maioria das substancias organicas conhecidas e 0 reino
vegetal é responsavel pela maior parcela da diversidade quimica
conhecida e registrada na literatura cientifica. A variedade e a
complexidade das macromoléculas que constituem os metabolitos
secundérios das plantas e organismos marinhos ainda séo inalcancgaveis
por métodos laboratoriais. Isto seria a consequéncia direta de milhGes de
anos de evolugdo, atingindo um refinamento elevado de formas de
protecdo e resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e predadores
(MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Apesar das plantas serem consideradas uma das principais fontes
de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais se
constituem em modelos para a sintese de um grande numero de
farmacos, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal
(SOEJARTO, 1996). E importante notar que o Brasil possui a maior
biodiversidade vegetal do mundo, estimada em cerca de 20% do nimero
total de espécies do planeta (CRAGG; NEWMAN, 1999 apud
CALIXTO, 2003). Muitas estratégias podem ser consideradas
para a investigagdo das atividades bioldgicas das plantas medicinais.
Entre elas, a abordagem etnofarmacolégica que consiste em combinar
informacbes adquiridas junto a comunidades locais, ou pessoas
experientes, que fazem uso da flora medicinal com estudos quimico-
farmacoldgicos realizados em laboratérios especializados. Sao
procedimentos que vao desde a coleta e andlise de dados
etnofarmacoldgicos a elucidagdo das estruturas das substéncias ativas
isoladas e/ou obtencdo de derivados (ELISABETSKY, 1987).

Foi primeiramente através da identificacdo de relatos populares
que indicavam para a utilidade antitumoral de Bidens pilosa que
selecionamos esta espécie para avaliagdo em nivel laboratorial. Em
2008, nosso grupo de pesquisa publicou o primeiro artigo sobre o efeito
antitumoral in vivo desta espécie vegetal, principalmente da fracdo
cloroférmica obtida do extrato bruto hidroetanolico.
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1.12 Bidens pilosa Linné

Bidens pilosa L. € uma espécie de planta de pequeno porte, de
vasta ocorréncia natural, sendo nativa das areas tropicais na América do
Sul, Africa, Caribe e Filipinas (CORREA, 1984). E uma espécie da
familia das Asteraceas com variada denominacdo popular dependendo
da localidade onde é encontrada. No Brasil, & mais conhecida como
Picdo-preto ou Erva-picio (CORREA, 1984). No exterior, é conhecida
como Aceitilla, Seta e Té de Milpa, no México; Amores Secos, Cadillo
Rocero e Puinca, na Venezuela; Arponcito, Cadillo e Sirvulaca, no
Panama; Margarita e Romerillo, em Porto Rico; Marumaruke, na india
holandesa, Motsiji, no Transwaal; Mozote, em Costa Rica; Mozotillo, em
outros paises da América Central; Purikel, nas Filipinas, Saetilla, na
Argentina; Stepherd’s needle, dos norte-americanos; Spanish needle, nas
Antilhas Inglesas; Tangamagnia, no Congo (CORREA, 1984).

E uma planta anual, de caule ereto e quadrangular, que pode
atingir até 150 cm de altura (Figura 5). E ramosa com ramos opostos,
glabra, com folhas opostas, verdes brilhantes e as vezes alternadas, na
porcdo superior sdo pecioladas, até 10 cm de comprimento,
membranosas, simples ou decompostas, com segmentos ovalados até
lanceolados, agudos ou acuminados, serrados. Os capitulos sdo poucos,
pedunculados, reunidos em corimbos de 30-40 flores amareladas ou
brancacentas, aromaticas; involucro campanulado, escamas exteriores
em geral folidceas, quase sempre as interiores mais curtas,
membranosas, brancacentas e ciliadas nas margens; poucas lingulas,
brancas, frequentemente maiores que o involucro, 2-3 lobadas; fruto
aquénio anguloso, estreito, preto, de 18-24 mm de comprimento, com 2-
4 arestas amarelas, recurvadas, de 3-4 mm (CORREA, 1984). Possuem
brotos florais terminais compostos de flores tubulares e radiadas de cor
amarelo intenso (CORREA, 1984; VALDES; REGO, 2001;
HAKANSSON, 2003). E considerada uma erva daninha em muitos
lugares, podendo ser invasora das plantagdes. De acordo com o Instituto
Agrondmico de Campinas (Brasil), a espécie pode ser considerada
forrageira de qualidade regular. Esta planta vegeta em terrenos expostos
ou baldios, assim como nos campos cultivados, de preferéncia silicosos.
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Fonte: Raintree-Health (2005).

Existem muitos relatos populares que apontam a B. pilosa para
aplicacdo em varias enfermidades, incluindo inflamagfes e tumores.
Estes relatos chegam de Cuba, Bahamas, Amaz6nia e regido sul do
Brasil (VALDES; REGO, 2001; FRANCO; FONTANA, 2004). Esta
planta também tem longa histéria de uso pelos povos indigenas da
Amazobnia. Praticamente todas as partes da planta sdo utilizadas nas
preparacdes medicinais, sobretudo maceragdes hidroalcodlicas em
garrafadas, que sdo aplicadas por via topica e/ou oral com propdsitos
dos mais variados. De acordo com o que foi relatado por Kviecinski
(2008), na Amazbnia peruana, o Picdo-preto € utilizado para o
tratamento da angina, diabetes, disenteria, dismenorréia, edemas,
hepatites, ictericia, laringite, verminoses, febre aftosa em gado bovino.
A tribo Cuna da regido amazobnica costuma usar uma mistura das folhas
da planta esmagadas com &gua para tratar dores de cabeca (CORREA,
1984; VASQUEZ, 1990). O Picdo-preto ainda é usado pelos povos
indigenas para: dores de dente (principalmente a raiz), inflamacdo da
garganta, tratamento de feridas, retencdo hidrica, laceraces, alivio de
calafrios, blenorragia, leucorréia, tonsilites, obstrucdes hepaticas,
infecgBes urinarias e vaginais, como emoliente, adstringente, antipirético
(CORREA, 1984; VALDES; REGO, 2001). E também estimulante,
desobstruente, sialogoga, com acdo antiescorbutica (CORREA, 1984).
As flores sdo usadas para desconfortos gastricos em intoxicacdes
alimentares (RUTTER, 1990; ALMEIDA, 1993; COIMBRA, 1994;
DUKE, 1985; VASQUEZ, 1990). Nas Bahamas e em Cuba tem sido
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utilizada para tratar tumores (VALDES; REGO, 2001). Também
existem relatos do uso popular do Picdo-preto para o tratamento de
tumores por adeptos da medicina natural do oeste de Santa Catarina e
norte do Rio Grande do Sul (FRANCO; FONTANA, 2004).

Estudos fitoquimicos realizados sobre B. pilosa revelam uma
constituicdo extremamente complexa, que deve variar sutilmente de
regido para regido de coleta. Flavondides e poliacetilenos foram
identificados na espécie como constituintes majoritarios (BRANDAO et
al., 1998). Uma pesquisa realizada no Brasil identificou no género
Bidens vinte e quatro substancias, das quais quatro assemelhavam-se a
poliacetilenos, e outros a sesquiterpenos (SANCHEZ-VIESCA; ROMO,
1963; CHO et al., 2003).

1.13 Poliacetilenos antitumorais de B. pilosa

Considerando a condicédo de B. pilosa como fonte (til para novas
moléculas prot6tipo para pesquisa de farmaco de tratamento do céancer,
um interesse especial foi despertado pelo grupo de compostos
poliacetilénicos presentes na planta, os quais tém sido identificados e
isolados a partir de amostras de B. pilosa coletadas em diferentes regides
do mundo e parecem ser 0s principais responsaveis por sua toxicidade.
Foram identificados na B. pilosa os compostos poliacetilénicos
benzoides fenilheptatrina e a-tertienil, entre carbonatos, cloretos,
proteinas (albumina), entre outros (GEISSBERGER; SEQUIN, 1991;
ALVAREZ et al.,, 1996). Em 1996, outros poliacetilenos bioativos
foram identificados no extrato metandlico de B. pilosa. Entre eles o -D-
glucopiranosiloxi-3-hidroxi-6(E)-tetradeceno-8,10,12-trieno. Estes
compostos isolados demostraram efeito antiproliferativo sobre linhagens
celulares humanas normais e transformadas com crescimento acelerado
(ALVAREZ et al., 1996).

No Brasil, Branddo et al. (1997) isolou da planta o fenilacetileno
denominado acetato de 1-fenilhepta-1,3-diin-5-en-7-ol (Figura 6 B), que
demonstrou atividade parasiticida sobre o Plasmodium berghei.
CHIANG et al. (2007) isolou da planta o composto poliacetilénico
denominado citopiloina ou 2-d-glucopiranosiloxi-1-hidroxitrideca-
5,7,9,11-tetraiino e relatou atividade imunomoduladora para 0s mesmos.
O extrato metandlico obtido de folhas de B. pilosa e o poliacetileno dai
isolado denominado 2-O-b-D-glucosyltrideca-11E-en-3,5,7,9-tetrain-
1,2-diol (Figura 6 C) também foram avaliados quanto ao seu potencial
imunomodulador (PEREIRA et al., 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Geissberger+P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Geissberger+P%22%5BAuthor%5D
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Figura 6 - Foérmula estrutural dos poliacetilenos (A). Os compostos
poliacetilénicos 1-fenilhepta-1,3-diin-5-en-7-0l (B) e 2-O-b-D-glucosyltrideca-
11E-en-3,5,7,9-tetrain-1,2-diol (C).
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Fonte: Do autor (A). Brand&o et al. (1997) (B). Pereira et al. (1999) (C).

Os poliacetilenos (ou compostos poliacetilénicos) compreendem
uma classe relativamente rara de derivados acetilénicos de cadeia longa
(Figura 6). Considerando que os acetilenos sdo normalmente gases
muito reativos, é interessante perceber como os poliacetilenos podem ser
suficientemente estaveis para serem isolados e caracterizados por
técnicas fitoquimicas padronizadas. De fato, mais de 1000 poliacetilenos
sdo agora conhecidos como produtos de plantas. Somente alguns
poliacetilenos sdo derivados de hidrocarbonetos de cadeia simples. A
maioria possui grupos funcionais adicionais que podem ser alcoois,
cetonas, acidos, ésteres, aromaticos ou furanos (HARBORNE, 1998).

H& um grande interesse taxonémico sobre os poliacetilenos
devido ao seu padrdo de distribuicdo nas familias de plantas superiores,
uma vez que eles s6 ocorrem regularmente em cinco familias de
organismos vivos (HARBORNE, 1998). Alguns poliacetilenos séao
sabidamente téxicos e tém sido considerados fitoalexinas, sendo téxicos
para microrganismos que atacam as plantas que apresentam
poliacetilenos em sua constituicdo. Chega-se a considerar que, se eles
tém uma funcéo geral, parece que ela é a de toxina tanto nas interacdes
planta-animal, como nas interacfes planta-planta (HARBORNE, 1998).
Os poliacetilenos sdo hidrocarbonetos relativamente instaveis, pois
absorvem fortemente luz ultravioleta e sua atividade é alterada com a
exposicdo a luz (fotoativacdo) (WAT et al., 1980). Considera-se que 0S
poliacetilenos podem possuir funcionalidade impar relacionada a
presenca de triplas liga¢fes carbono-carbono em suas moléculas, o que é
intrigante  por sua ampla variedade de atividades bioldgicas
(HARBORNE, 1998). Como mencionado anteriormente, alguns
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compostos poliacetilénicos provenientes de B. pilosa ja exibiram efeitos
citotoxicos sobre parasitas (GEISSBERGER; SEQUIN, 1991;
BRANDAO et al., 1997; RABE, 1997) e algumas linhagens de células
transformadas em cultura (ALVAREZ et al., 1996).

Um corpo consideravel de evidéncias da literatura, basicamente
resultado de monitoramentos fitoquimicos combinados a ensaios de
atividade bioldgica, indica que entre os varios constituintes de B. pilosa,
ativos farmacologicamente ou ndo, os poliacetilenos aparecem como
substancias de interesse por sua toxicidade potencial. Surge ai um
desafio, pois estes achados apontam para a possibilidade de pesquisas
renderem resultados promissores, dirigindo a purificagdo dos
constituintes poliacetilénicos de B. pilosa e para o estudo de sua
aplicabilidade, como por exemplo, para o tratamento do cancer. Neste
pleito, cabe destacar que uma patente japonesa foi identificada, nela fez-
se 0 registro do sucesso de um método de extracdo particular na
obtencdo de extratos ricos em poliacetilenos a partir de material vegetal
(Atractylodes japonica), refere-se ao método de extracdo com fluido
supercritico (SHOJI, 1990). A tecnologia supercritica tem recebido
muita atencdo por sua aplicabilidade farmacéutica devido a aspectos
relacionados a sua seletividade e a atividade bioldgica dos extratos
resultantes (KITZBERGER et al., 2007; MICHIELIN et al., 2009).

1.14 Extragdo com fluido supercritico

Atualmente, existem varias técnicas de extracdo de compostos de
produtos naturais, dentre elas as mais empregadas sdo processos
convencionais, 0s quais envolvem o arraste & vapor e a extracdo com
solventes organicos. Estas operacGes possivelmente sdo responsaveis
por um nivel de degradacdo térmica de componentes termolabeis
presentes na matéria-prima e pela contaminagéo do extrato com residuos
de solventes, normalmente empregados em grandes quantidades. A
extracdo supercritica destaca-se por representar uma tecnologia que
pode minimizar o0s prejuizos ao meio ambiente e que vem
desenvolvendo-se continuadamente nas Gltimas décadas
(MACHMUDAH et al., 2006; CASAS et al., 2007).

A extragdo supercritica emprega gases densos como solventes de
extracdo, em operagdes de alta pressdo. Os fluidos supercriticos séo
produzidos pelo aquecimento de um gas, acima de sua temperatura
critica ou compressdo de liquido acima de sua pressdo critica. A
temperatura critica de uma substéncia é a temperatura acima da qual a
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fase liquida ndo pode existir independentemente da pressdo. A pressao
de vapor de uma substancia em sua temperatura critica € sua pressao
critica. Em pressdes e temperaturas superiores, porém proximas de sua
temperatura e pressdo criticas (o ponto critico), uma substancia é
conhecida como fluido supercritico. Algumas propriedades fisico-
quimicas sdo alteradas sob essas condi¢cdes. A densidade do fluido
supercritico € similar a dos liquidos, sua viscosidade assemelha-se a dos
gases e sua capacidade de difusdo € intermediaria entre os dois estados.
Portanto, o estado supercritico de fluidos pode ser definido como o
estado no qual liquido e gas sdo indistinguiveis entre si. Devido a sua
baixa viscosidade e alta capacidade de difusdo, os fluidos supercriticos
apresentam propriedades de transporte melhores que os liquidos. Podem
difundir-se facilmente através de materiais sélidos, resultando, no geral,
em melhores rendimentos nas extracfes. O solvente supercritico mais
utilizado nestes processos de extracdo é o didxido de carbono (CO,), o
qual apresenta natureza apolar e, consequentemente, dissolve
preferencialmente compostos apolares (PEREIRA, 2010). A figura 7
representa um diagrama esquematico do processo de extracdo com
fluido supercritico.

Figura 7 - Diagrama esquematico do equipamento de extracdo com fluido

supercritico.
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Fonte: Do autor.

Mais recentemente, atividades de desenvolvimento comercial e
de pesquisas nas areas farmacéuticas, envolvendo a extracdo de fluidos
supercriticos tem despertado grande interesse. Como exemplos
comerciais, incluem-se a descafeinizacdo do café, a extracdo da nicotina
do tabaco e a obtencdo comercial dos carotendides da cenoura. Neste
contexto, a extragdo de matérias-primas de plantas medicinais utilizando
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este método de extragdo tem sido muito empregada pela possibilidade de
concentrar e isolar compostos utilizando-se dessa tecnologia (MAUL;
WASICKY; BACCHI, 1996; MICHIELIN, 2009).

Baseados nas evidéncias que responsabilizam os poliacetilenos
de B. pilosa por sua atividade antitumoral, 0 método de extracdo com
fluido supercritico foi estrategicamente selecionado aqui para ser obter
um extrato rico em constituintes poliacetilénicos que foram assim mais
bem avaliados quanto as suas propriedades antitumorais e mecanismo de
acdo. Como ja mencionado, o método de extracdo supercritica ja havia
sido citado na literatura por seu sucesso na extragdo de poliacetilenos de
Atractylodes japonica (SHOJI, 1990).

1.15 Quinonas antitumorais

Quinonas sdo substdncias primeiramente  consideradas
pigmentos derivados de hidrocarbonetos como o benzeno, naftaleno,
antraceno, tetraceno ou outros. A funcéo organica destas moléculas é
determinada pela presenca de um nlcleo quinéide. Em principio, o
nicleo quindide pode ser derivado, por exemplo, a partir do benzeno,
guando duas olefinas sdo substituidas por duas carbonilas, o que leva a
um rearranjo das duplas ligagfes que origina o nlcleo quindide, uma
estrutura dicetona completamente conjugada (Figura 8A). Este grupo de
substancias tem despertado a atengdo da comunidade cientifica nas
Gltimas décadas por varios motivos. Pode-se sugerir que entre eles, esta
0 interesse por suas propriedades antitumorais. Este interesse aparece
por volta da década de 50. Nesta época, uma companhia de pesquisa
italiana, Farmitalia Research Laboratories, iniciou um esforco para
isolar compostos antitumorais de microrganismos do solo. Uma amostra
foi coletada na area dos arredores do Castel del Monte, castelo do século
X1l na Apulia, sudeste italiano. Dali, uma nova linhagem de
Streptomyces peucetius que produzia um pigmento vermelho foi isolada,
e um antibiotico foi produzido a partir dessa bactéria. Este antibiotico
demonstrou inicialmente ter boa atividade contra tumores murinos, ele
foi denominado daunorrubicina (Figura 8 D), combinando o nome
Dauni, uma tribo pré-romana que ocupou a area da Italia onde o
composto foi isolado, com a palavra francesa rubis, descrevendo a cor
deste composto (WEISS, 1992).

Pesquisas em estagio clinico com a daunorrubicina comecgaram
nos anos 60 e o farmaco obteve sucesso no tratamento da leucemia
aguda e linfoma. Pouco depois, a Doxorrubicina (Adriamicina) e muitos
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outros compostos relacionados foram derivados. Alguns deles sdo
usados na clinica medica com sucesso até hoje. Os agentes disponiveis
desta classe incluem a daunorrubicina e a doxorrubicina, inclusive em
preparages lipossomais, a epirrubicina, idarrubicina, valrrubicina,
mitoxantrona, entre outros (WEISS, 1992). Estas substancias,
originalmente consideradas antibiéticos, podem matar ou inibir o
crescimento de bactérias. Mas, uma vez que foram consideradas
excessivamente toxicas para os humanos, elas nunca foram utilizadas
para o tratamento de infecgdes.

Figura 8 - Parabenzoquinona, o nucleo quindide (A); 1,4-Naftoquinona (B);
Antraquinona (C); Daunorrubicina (D).
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Fonte: Do autor.
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Literalmente, estas substancias sdo derivadas do tetraceno e,
originalmente pertencentes a classe quimica das quinonas. Comp®e o
grupo de farmacos antitumorais utilizados atualmente na quimioterapia
do cancer: as antraciclinas. O principal representante do grupo é o
farmaco doxorrubicina. Estes farmacos sdo utilizados para a
quimioterapia de uma gama de tipos de cancer, incluindo leucemias,
linfomas e céancer uterino, de mama, ovariano e de pulméo.
Providenciam um dos tratamentos antitumorais mais eficazes, sendo
ativos contra mais tipos de céncer do que qualquer outra classe de
agentes quimioterapicos. Entretanto, podem ser perigosos, seu principal
efeito adverso inclui cardiotoxicidade, que limita consideravelmente sua
utilizacdo, além da inducdo de fortes crises de vomito e perda de cabelo
(WEISS, 1992; MINOTTI et al., 2004; PENG et al., 2005).

Além das antraciclinas, atualmente algumas quinonas tém sido
testadas experimentalmente por diversos grupos de pesquisadores. Por
exemplo, a Primina é uma benzoquinona que foi extraida de Primula
obconica Hance e das espécies brasileiras Myconia sp. e Eugenia sp.,
tendo apresentado atividade antileucémica comparavel a daunorrubicina,
porém sua aplicacdo foi limitada pelo seu elevado potencial alergizante
(HAZRA et al., 1994; FALKENBERG, 1999; EFFERT et al., 1996).
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Desde a década de 70, a benzoquinona lapachol, primariamente
extraida de Tabebuia spp. tem sido testada e aprimorada por seus
notaveis efeitos antitumorais. O lapachol necessita alteracbes na
molécula, pois sem elas, estudos de fase clinica no NCI (EUA)
demonstraram que este composto precisa ser administrado em doses
muito elevadas devido sua baixa biodisponibilidade e tais doses acabam
por resultar em efeitos colaterais como problemas na coagulacdo
(DUKE, 1985; GIRARD et al., 1988).

Outro derivado de quinona que atualmente é alvo das pesquisas
de antitumorais ¢ a menadiona ou vitamina K3. Este composto ja
demonstrou ter efeito citotéxico para tumor de mama, estdmago,
pulméo, célon, nasofaringe, cérvice, figado, leucemia e alguns linfomas
(NUTTER et al., 1991).

Com base em evidéncias relatadas na literatura, algumas
caracteristicas dos agentes antitumorais que contém o grupo quinona em
suas estruturas moleculares, sdo geralmente aceitas como criticas para
sua citotoxicidade e atividade antitumoral. Algumas destas
caracteristicas principais devem explicar 0 mecanismo de acéo através
do qual estes agentes podem combater alguns tipos de céncer. A
primeira caracteristica refere-se a sua biotransformacdo que envolve
uma redugdo enzimdtica da quinona por um ou dois elétrons. Esta
reducdo ocorre no organismo e nas células tumorais, sendo catalisada
por flavoenzimas que utilizam NADPH como doador de elétrons,
resultando na formacdo de semiquinona ou hidroquinona do farmaco
antitumoral. A NAD(P)H: quinona oxidorredutase (NQO 1 ou 2, DT-
diaforase) parece ser uma flavoproteina de transferéncia de 2 elétrons
que catalisa a conversdo de quinona em semiquinona ou hidroxiquinona
do farmaco antitumoral (TEDESCHI et al., 1995). A semiquinona é um
radical livre, cujos metabdlitos, altamente reativos, podem interagir com
macromoléculas bioldgicas através de ligacOes covalentes. Este processo
oxirredutor que conduz a semiquinona pode prosseguir via reacles
subsequentes com o oxigénio, o que se acredita ser o principal
mecanismo responsavel pela atividade destes farmacos. Este processo
que envolve a reducdo pela redutase, seguida pela oxidagdo pelo
oxigénio molecular (dioxigénio) é conhecido como ciclo redox (Figura
9), ele permanece até que o sistema torne-se anaerébico. Quando dois
elétrons sdo envolvidos na redugdo da quinona, a hidroguinona
correspondente pode tornar-se estavel e ser excretada pelo organismo
por alguma via de detoxificagdo (O’BRIEN, 1992; MONKS et al., 1992;
GUTIERREZ, 2000; ABREU et al., 2002).
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Figura 9 - Biorredugdo de quinona e ciclo redox.
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Fonte: Adaptado de Yoder (1991).

No entanto, a reducdo por doacdo de um elétron deve ter como
consequéncia que o elétron extra da semiquinona acaba passando para o
oxigénio, havendo recuperacdo da quinona original e formagdo de
radical anion superdxido, peréxido de hidrogénio e outras EROs. Sob
determinadas condigdes, a taxa de formacdo de EROs pode exceder a
capacidade dos mecanismos de defesa antioxidante do organismo e, 0
resultado disto é o estresse oxidativo, onde os radicais livres comegam a
causar danos ao DNA e em outras macromoléculas, além de ativar vias
de sinalizacdo celular, podendo assim disparar mecanismos de morte em
células tumorais susceptiveis. Todavia, sabe-se que estes eventos
moleculares podem, dependendo de seus niveis, estarem associados
tanto com a inibigdo, assim como a ativacdo da carcinogénese. Sabe-se
gue a capacidade dos derivados quindides para produzir radicais livres é
influenciada pelos substituintes de suas moléculas que determinam a
eficiéncia na qual serdo reduzidos a metabolitos de semiquinona
(OLLINGER; BRUNMARK, 1991).

Como segunda caracteristica das quinonas com atividade
antitumoral, pode-se citar seu potencial de interferir com as reacGes
catalisadas pelo complexo enzimatico da DNA topoisomerase.
Evidéncias tém sido acumuladas para sugerir que estas interacdes estdo
diretamente  relacionadas a citotoxicidade destes compostos
(DICKANCAITE et al., 1997). Outro mecanismo que também tem sido
especulado e muito estudado por poder ter relacdo com o efeito
antitumoral de alguns agentes derivados quindides trata-se de uma
potencial atividade inibidora sobre alguns sistemas oxirredutores
(NADH-oxirredutases) associados & membrana plasmatica (CRANE;
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BOTTGER, 2001). Também se considera um mecanismo que envolve
um processo de inducdo de alquilacdo redutora sobre o DNA com
potencial formacdo de ligagbes cruzadas e adutos devido sua
eletrofilicidade (BORMAN, 2004).

1.16 Efeito da associagdo quinona e ascorbato

E sabido que a vitamina C, ou ascorbato, pode servir para
regenerar as pequenas moléculas antioxidantes como tocoferdis,
glutationa, uratos e beta caroteno e também manter os ions metéalicos de
centros ativos de hidroxilases e oxigenases em um estado reduzido
6timo para suas atividades (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). Por
outro lado, alguns estudos tém demonstrado que quando administrado
em doses elevadas, o ascorbato pode apresentar citotoxicidade para
células tumorais (DU; CULLEN; BUETTNER, 2012). Por exemplo,
estudos clinicos em andamento ja determinaram em fase | que uma alta
concentracdo plasmatica de ascorbato pode ser alcangada de forma
segura por meio de administracdo intravenosa €, que neste caso ele é
capaz de restringir o avango do cancer (HOFFER et al., 2008;
VERRAX; CALDERON, 2009). Vale esclarecer que neste caso a a¢io
desta substancia ndo esta relacionada aquela de vitamina, mas sim a um
processo citotoxico que ocorre gragas a caracteristicas do metabolismo
das células tumorais. Na verdade, alguns estudos tém gerado evidéncias
de que em altas concentracBes, 0 ascorbato apresenta citotoxicidade,
podendo induzir quebras oxidativas no DNA, além de poder interagir
com ions metélicos de transicdo, o que pode gerar radicais livres via
reacdo de Fenton (VENOGUPAL et al.,1996; CARR; FREI, 1999). O
ascorbato em altas concentracdes apresenta citotoxicidade para células
de mieloma maligno, células leucémicas humanas, neuroblastomas,
celulas de tumor ascitico, leucemia linfoblastica aguda e carcinoma
epidermoide (DE LAURENZI et al., 1995).

Tratando mais especificamente deste presente trabalho de
pesquisa, 0s motivos relacionados ao ascorbato e sua associacdo a
quinonas com efeito antitumoral que despertaram maior interesse
surgiram a partir de resultados anteriores de pesquisas que vém sido
divulgadas, primeiramente por Taper et al. (1971, 1981, 1996), mas
principalmente pelo grupo chileno e belga orientado pelo Dr. Pedro Buc
Calderon do Toxicology and Cancer Biology Research Group (GTOX)
da Université Catolique de Louvain (UCL — Bélgica) GTOX — UCL, por
exemplo, Verrax et al. (2003, 2004, 2006, 2009 e 2011); Beck et al.
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(2009); Benites et al. (2008, 2010) e Glorieux et al. (2011). Estes
resultados tém demonstrado de fato que a atividade antitumoral de
algumas quinonas, como a menadiona (vitamina K3), é notavelmente
potencializada por sua associa¢do ao ascorbato na proporcdo de 1:100
(VERRAX et al., 2004; BECK et al., 2009). Essa conclusdo foi obtida,
primeiramente, ap6s a verificacdo da reativacdo de DNases acida e
alcalina por ascorbato e menadiona, levando a morte de células tumorais
e regressao de tumor (TAPER et al., 1971; TAPER et al., 1981).

Segundo Taper et al. (1996), o aumento da citotoxicidade,
consequéncia da associacdo do ascorbato a menadiona, pode ser
explicado pelo préprio ciclo redox ocorrido entre ambas as substancias
que culmina em inducgdo de estresse oxidativo (Figura 10). As quinonas,
como a menadiona, podem ser reduzidas de maneira ndo enzimatica
pelo ascorbato para formar deidroascorbato e um radical livre
semiquinona. A semiquinona, como j& explicado anteriormente, €
rapidamente reoxidada para sua forma quinona pelo oxigénio molecular,
havendo geragdo de EROs, tais como anion superdxido (O,") (Figura
10), e consequentemente, peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical
hidroxil (HO") que podem causar uma cascata de reagdes incluindo
peroxidacdo lipidica, protéica e dano ao DNA, culminando em morte
celular (KAPPUS, 1986).

Figura 10 - Ciclo redox: biorreducéo ndo enzimatica da quinona menadiona
pelo ascorbato.
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Fonte: BECK et al. (2009).
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Caracteristicas adicionais acerca deste fendmeno séo apresentadas
por Benites et al. (2008). Neste trabalho, os autores explicam que, em se
tratando do resultado da associagdo do ascorbato com a menadiona,
algum critico até poderia arguir que o radical semiquinona gerado pelo
processo biorredutivo poderia ser sequestrado pelo ascorbato para
formar radicais ascorbila, um radical mais estdvel com baixo potencial
para gerar danos oxidativos. Contudo, Benites et al. (2008), a partir de
experimentos, afirmam que tal possibilidade parece improvavel. O que
foi demonstrado na verdade, é que o ascorbato potencializa o ciclo de
oxirreducdo quando associado a menadiona, gerando EROs e
conduzindo a uma lesdo oxidativa letal em células tumorais. Como
demonstrado na figura 10, um ciclo redox ¢ iniciado pela transferéncia
de um elétron do ascorbato para a quinona menadiona. Em concordancia
com os calculos e previsGes anteriores de outros autores como Roginsky
et al. (1999) e Benites et al. (2008) que observaram a ocorréncia de uma
rapida reoxidacdo da semiquinona para sua forma quinona, juntamente
com um aumento no aporte de oxigénio e consequente geragdo de EROs
(JAMISON et al., 2004; VERRAX et al., 2006). Além disso, 0s autores
ainda explicam que também ja foi observado que entre as espécies
reativas geradas, o H,O, aparece como 0 agente oxidante de maior
importancia resultante do ciclo redox ocorrido entre o ascorbato em
associacdo a menadiona e que provavelmente também seja a principal
espécie resultante da associagdo do ascorbato feita com outros derivados
quindides, dependendo ai somente do potencial redox médio de cada
substancia (VERRAX et al., 2005).

Mais tarde, Verrax et al. (2009) ainda demonstraram que este
efeito pode ter alguma seletividade, uma vez que o ascorbato deve ser
preferencialmente captado pelas células cancerosas que superexpressam
receptores GLUT (VERRAX et al., 2009). Isto ocorre porque as células
tumorais sdo altamente dependentes da glicose, pois apresentam taxas
altas de divisdo ou “furnover” celular (BENITES et al., 2009). Neste
caso, 0 ascorbato disponibilizado em excesso deve desencadear o ciclo
redox e a geracdo das EROs nestas células (VERRAX et al., 2003; 2004;
2005; BENITES et al., 2008; BECK et al., 2009). Também foi
observado que a combinagdo das vitaminas C/K3 na razdo de 100/1,
apos a inoculagdo de tumor em camundongos, produziu a inibicdo do
crescimento do cancer em tumor transplantado de figado com um
aumento de sobrevida de 45,8%, além de seletiva potenciacdo da
guimioterapia com a ciclofosfamida (80 mg/kg de peso) e radioterapia
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(20 Gy raios-X de irradiacdo local) na forma solida de tumor hepético de
transplante intramuscular (TAPER et al., 1996).

Tomando como base as informacfes acima, pode-se considerar
que os ensaios de avaliacdo do efeito de uma quinona antitumoral em
potencial podem revelar vantagens em termos de atividade, se também
for avaliado o efeito de sua associacdo a doses elevadas de ascorbato.
Foram estes motivos que nos impulsionaram a avaliar a juglona, assim
como explicado mais adiante.

1.17 Juglona

A juglona é um pigmento que normalmente ocorre como um
metabolito secundario natural nas raizes, madeira, casca, folhas e nozes
da nogueira preta (Juglans nigra L.), nogueira européia (Juglans regia
L.) e nogueira da América do Norte (Juglans cinerea L.), todas
pertencentes a familia Juglandaceae (AITHAL et. al., 2009). A juglona
também pode ser encontrada como um produto de sintese organica,
derivado primariamente da oxidagdo do naftaleno (WILBUR;
SUBLETT, 1977). Esta quinona tem sido obtida alternativamente por
método de quimica verde através da fotoxigenagdo de 1,5
diidroxinaftaleno na presenca de luz solar, oxigénio molecular e aditivo
de Rose Bengal (OELGEMOLLER et al., 2005). Este processo mais
sustentivel apresenta bom rendimento e diminui o custo da obtencéo,
poupa a natureza e diminui a geragdo de residuos originarios do uso de
solventes organicos.

Entre as fungdes bioldgicas priméarias da juglona produzida e
excretada para o ambiente pelas raizes das nogueiras, esta atividade
alelopatica, ou seja, a substancia é capaz de inibir a germinacdo de
outras espécies nas proximidades e assim protege o vegetal contra outros
competidores (VAN DEN BERG; LABADIE, 1989).

Quimicamente, a juglona é a 5-hidréxi-1,4-naftalenodiona
(IUPAC) ou 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (CioHgOs) (Figura 11). E um
composto derivado de hidroxilagdo da 1,4-naftoquinona (Figura 8 B),
sendo isolada como um p6 alaranjado a castanho-alaranjado, pigmento
que é caracterizado pela presenca do grupo croméforo em sua estrutura
molecular, a prépria unidade p-benzoquindide. A juglona possui 0 peso
molecular de 174,15 g/mol e seu ponto de fuséo fica em torno de 161-
164 °C. Apresenta carater mais lipofilico e possui trés picos maximos de
absorcdo espectrais em etanol (249, 345 e 422 nm) (WILBUR e
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SUBLETT, 1977; VAN DEN BERG; LABADIE, 1989; AITHAL et al.,
2009; YAMASHITA et al., 2009).

Figura 11 - Estrutura quimica da juglona.
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Fonte: Adaptado de Inbaraj e Chignell (2004).

A juglona pode ser toxica se ingerida por via oral, sendo que
estudos com animais indicam que a ingestdo de menos de 40 g pode ser
fatal ou produzir sérios danos a saude dos humanos. Pode causar
irritacdo em contato com a pele, vias aéreas ou olhos. A DLsy foi
determinada por via oral em cerca de 2,5 mg/kg para camundongos. Por
via intraperitoneal, a DLsy foi determinada em 25 mg/kg para
camundongos. Por via intravenosa, a DLsq foi igual a 10mg/kg para caes
(WESTFALL etal., 1961; SANTA CRUZ INC., 2011).

Estudos cientificos j& demonstraram que a juglona é bioativa.
Pode inibir a liberacdo de acetilcolina (COOPER; PIROS, 1977).
Apresenta toxicidade sobre hepatocitos de ratos (OLLINGER,;
BRUNMARK, 1991). Dependendo da dose pode causar degradacéo da
P53 e induzir rapida fosforilagdo de H2AX, causando morte celular de
fibroblastos humanos (PAULSEN; LJUNGMAN, 2005). Atinge 3
enzimas chaves de H. pylori (cistationina y-sintase [HpCGS], carregador
proteico malonil-CoA:aciltransacilase [HpFabD] e p-hidroxiacil-ACP
desidratase [HpFabZ]) (KONG et al., 2008). Como a maioria dos
derivados quinoides, a juglona tem potencial antitumoral.

J& se sabe que a juglona pode participar de processos geradores de
radicais  livres (HERNANDEZ-MUNOZ, 2009). Apresentou
citotoxicidade e efeito genotéxico sobre células de melanoma em
cultura, sendo que apds o tratamento & base de juglona, estas células
foram encontradas em estado de apoptose tardia e/ou necrético
(AITHAL et al.,, 2009). A juglona apresentou citotoxicidade sobre
células de hepatoma humano HepG2 e fibroblastos de camundongos
Balb-c 3T3 (BABICH; STERN, 1993). Finalmente, ha ainda evidéncias
de que a juglona possa inativar proteinas ricas em cisteina que séo
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requeridas para a progressdo da mitose por inibir a enzima peptidil-prolil
cis/trans isomerase Pin 1 (FILA et al., 2008).

O Laboratorio de Bioquimica Experimental do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina
(LABIOEX — CCB — UFSC), coordenado pela Dra. Profa. Rozangela
Curi Pedrosa, em parceria com 0 grupo de pesquisa coordenado pelo
Prof. Dr. Pedro Buc Calderon, do GTOX (UCL - Bélgica) tém
desenvolvido, nos altimos anos, trabalhos com foco associado a linha de
pesquisa do estudo da atividade antitumoral e mecanismo de acdo de
quinonas naturais e/ou sintéticas e o efeito de sua associacdo ao
ascorbato, como forma de aprimorar a eficacia e a seguranga desses
produtos. Neste sentido, outra parceria importante foi firmada entre os
laboratérios, incluindo o grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr.
Julio Benites do Laboratério de Quimica Organica da Universidad
Arturo Prat, de Iquique, no Chile. Este ultimo grupo tem desenvolvido
um trabalho baseado na sintese organica de quinonas, incluindo
processos de quimica verde. Esta cooperacdo entre os laboratdrios, em
formato de tripé, tem pretendido trabalhar em um esfor¢o organizado
para identificar novas alternativas terapéuticas e/ou coadjuvantes para o
cancer, sempre dando a maior importancia a eficicia e a seguranca das
quinonas testadas em associa¢do ao ascorbato. Foi a partir desta parceria
que surgiu a ideia do estudo da associagdo de juglona e ascorbato para
ser avaliada durante o trabalho de doutoramento de Maicon Roberto
Kviecinski que faz a defesa desta presente tese. A hipdtese desse
trabalho é que o ascorbato pode potencializar a citotoxicidade da
juglona, apresentando ainda efeito antiproliferativo e inibidor da
migragdo de células transicionais de carcinoma de bexiga T24.

1.18 Desenvolvimento sustentavel de farmacos

Embora, a atividade quimica tenha sido frequentemente
relacionada, direta ou indiretamente, a maioria dos chamados “desastres
ambientais”, exercendo papel importante na degradagdo e poluicdo
ambientais, mais recentemente, medidas vém sendo tomadas e, cada vez
mais incentivadas, no sentido de minimizar o impacto ambiental
causado pelas atividades industriais que geram algum tipo de residuo, ou
seja, medidas de tratamento adequado de residuos, medidas de
“remediagdo” e técnicas de redugdo na fonte tém colaborado bastante
para diminuir a velocidade de contaminagdo do ambiente por muitas
atividades industriais (LENARDAO et al., 2003).



67

Neste sentido, em 1991, a agéncia ambiental norte americana
EPA (“Environmental Protection Agency”), através de seu escritorio
para prevengdo de polui¢do langou seu programa “Rotas Sintéticas
Alternativas para Preven¢ao de Polui¢do”, uma linha de financiamento
para projetos de pesquisa que incluem a prevencdo de poluicdo em suas
rotas sintéticas, caracterizando o nascimento da quimica verde. Alguns
anos depois, em 1995, o Governo dos EUA instituiu o programa de
premiacdo “The Presidential Green Chemistry Challenge” (“PGCC”),
com o objetivo de premiar inovacdes tecnoldgicas que possam vir a ser
implementadas na inddstria para a reducdo da producdo de residuos na
fonte, em diferentes setores da produgdo. Prémios similares foram
instituidos em varios paises, como Inglaterra, Italia, Austrdlia e
Alemanha, entre outros (LENARDAO et al., 2003).

Esta chamada por tecnologias limpas tem levado a um crescente
interesse sobre a quimica verde (TUNDO et al.,, 2000). Entre as
abordagens da quimica verde conhecidas, os processos de fotoquimica,
que utilizam como, por exemplo, a luz solar, podem ter aplicacbes
valiosas, uma vez que a luz solar é utilizada como energia (ALBINI;
FAGNONI, 2004 apud OELGEMOLLER et al., 2005). Os experimentos
de fotoquimica geralmente sdo desenvolvidos nos telhados dos institutos
de quimica ou em paises do sul. Os reagentes sdo expostos sob a luz
solar direta, sendo submetidos a reacGes de foto-oxigenacao
(GOLLNICK, 1982 apud OELGEMOLLER et al., 2005).

Tendo em vista o forte incentivo global existente para as
metodologias verdes de reacfes de obtencdo e sintese de farmacos e
outros compostos, cabe explicar que a juglona utilizada neste trabalho
foi estrategicamente obtida através de um método verde de foto-
oxigenagdo descrito a seguir na se¢do 3.5 em Materiais e Métodos.

Em 1998, Anastas e Warner uniram-se para escrever o best-seller
e mais citado livro na area de quimica verde, Quimica Verde: Teoria e
Prética. Nele sdo explicados os 12 principios da quimica verde. Sao eles:
1. E melhor prevenir do que tratar os residuos ou limpar o lixo depois
que é formado.

2. Métodos de sintese devem ser concebidos para maximizar a
incorporacdo de todos os materiais utilizados no processo para o produto
final.

3. Sempre que possivel, as metodologias sintéticas devem ser projetadas
para utilizar e gerar substancias que possuam pouca ou nenhuma
toxicidade para a salde humana e para o ambiente.

4. Produtos quimicos devem ser projetados para preservar a eficécia da
sua fungdo, enquanto se reduz sua toxicidade.
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5. A utilizacdo de substancias auxiliares, por exemplo, solventes e
agentes de separacdo; deve ser desnecessaria na medida do possivel e
inofensiva quando utilizada.

6. Necessidades energéticas devem ser reconhecidas por seu meio
ambiente e impactos econdmicos; devendo ser minimizadas. Os
métodos sintéticos devem ser conduzidos em condigdo ambiente de
temperatura e presséo.

7. A matéria-prima deve ser renovavel ao invés de esgotar, sempre que
técnica e economicamente viavel.

8. Derivatizacdo desnecessaria (bloqueio, protecdo ou desprotecdo,
modificagdo temporéria de processos fisicos e/ou quimicos) deve ser
evitada sempre que possivel.

9. Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) devem ser
superiores em comparagdo a reagentes estequiométricos.

10. Produtos quimicos devem ser concebidos de modo que, no final da
sua fungdo, ndo persistam no ambiente e degradem-se em produtos
indcuos.

11. Metodologias analiticas necessitam ser mais elaboradas para
permitir monitoramento instantaneo e controle antes da formacdo de
substancias perigosas.

12. As substdncias e a forma de uma substancia utilizada em um
processo quimico devem ser escolhidas de modo a minimizar o
potencial de acidentes quimicos, incluindo langamentos, explosdes e
incéndios (LOMBARDOQO; TROMBINI, 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antitumoral de extratosde B. pilosa ricos em
poliacetilenos e da associacdo de juglona e ascorbato de sédio, além de
investigar possiveis mecanismos de acdo associados a esta atividade.

2.2 Objetivos especificos

- Obter extrato rico em poliacetilenos de B. pilosa a partir do método de
extracdo com fluido supercritico (SFE);

- Analisar a constituicdo de SFE com respeito a presenca de
poliacetilenos por meio de métodos cromatograficos com deteccdo
espectrofotométrica;

- Avaliar a citotoxicidade do extrato obtido por maceragdo
hidroetandlica (HCE) e SFE de B. pilosa sobre a linhagem de célula
tumoral MCF-7;

- De forma preliminar, avaliar o mecanismo de citotoxicidade de HCE e
SFE de B. pilosa por meio da avaliacdo do potencial indutor de dano
sobre o DNA plasmidial;

- Avaliar o potencial antitumoral de SFE de B. pilosa em camundongos
Balb-c isogénicos portadores de tumor ascitico de Ehrlich e compara-lo
ao de HCE;

- Avaliar comparativamente a citotoxicidade da juglona e desta
associada ao ascorbato sobre a linhagem de células tumorais T24;

- Avaliar comparativamente o potencial antiproliferativo da juglona e
desta associada ao ascorbato sobre a linhagem de células tumorais T24;

- Avaliar comparativamente o potencial efeito anti-invasivo da juglona e
desta associada ao ascorbato sobre a linhagem de células tumorais T24;
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- De forma preliminar, avaliar a indugdo do estresse oxidativo como um
possivel mecanismo de acdo envolvido na citotoxicidade e atividade
antiproliferativa da juglona e de sua associa¢do com o ascorbato;

- Preliminarmente, avaliar em células T24 o efeito da associacdo de
juglona efou ascorbato sobre a citotoxicidade de dois agentes
quimioterapicos convencionais utilizados no tratamento do cancer de
células transicionais de bexiga, a doxorrubicina e a cisplatina;



71

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes quimicos e anticorpos

O meio de cultura modificado de Eagle (DMEM), soro fetal de
bovino e os antibidticos para cultura de células foram adquiridos da
Gibco (EUA). O ascorbato de sddio, N-acetilcisteina (NAC), catalase
(CAT), dimetilsulfoxido (DMSO), diacetato de 2°, 7° -
diclorofluoresceina, a glutationa-redutase, acido 5,5’-ditio-bis (2-
nitrobenzdico) (DTNB), 4&cido 5-sulfossalicilico, dinucledtido de
nicotinamida e adenina fosfato reduzido (NADPH), albumina de soro
bovino , doxorrubicina, cisplatina e coquetel inibidor de proteases foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). O kit de extracdo de DNA Perfect
PepPlasmidi Mini foi proveniente da Eppendorf®. O substrato de
fluorescéncia conjugado a 7 — amino - 4 trifluorometilcumarina (Ac-
DEVD-AFC) foi obtido da Enzo Life Sciences (EUA). O coquetel de
inibidores de fosfatases foi obtido junto a Calbiochem
(Merck4Biosciences). O anticorpo policlonal de coelho contra gama-
H2AX humana foi da Upstate (EUA) e o anticorpo de coelho
monoclonal contra fosfo-eIF2a (Ser51) (fator de iniciagdo eucari6tico
elF2) foi obtido junto a Cell Signaling Technology (EUA). O anticorpo
monoclonal contra elF2a foi da Abcam (UK) e anticorpo policlonal de
coelho contra poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) foi originario da
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (EUA). Os anticorpos da cascata de
sinalizacdo das MAPKs foram originarios da Cell Signaling e os
anticorpos da cascata da Akt foram da Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(EUA). Os anticorpos secundarios foram origindrios da Dako
(Dinamarca) e Chemicon (Millipore, EUA). Todos os demais produtos
guimicos foram obtidos de reagentes de grau de pureza ACS.

3.2 Material vegetal

As amostras da planta B. pilosa foram coletadas na Reserva
Florestal do Parque da Juréia (Mata Atlantica), no estado de S&o Paulo,
Brasil. O tratamento das amostras foi realizado pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Dra. Maria Helena Rossi do Instituto Biol6gico de S&o
Paulo. Exsicatas dos individuos coletados foram depositadas no
Herbério Eneida P. K. Fidalgo do Instituto Botanico de Sao Paulo. O
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material foi limpo e seco em estufa a 40°C, posteriormente procedeu-se
com uma moagem por moinho de facas.

3.3 Extracdo a partir de B. pilosa

O extrato bruto hidroetanélico de B. pilosa (HCE) foi obtido
também pelo grupo de pesquisa coordenado pela Dra. Maria Helena
Rossi do Instituto Biolégico de Sao Paulo. As partes aéreas pulverizadas
foram submetidas a maceracdo exaustiva em etanol-4gua (9:1) sob
temperatura ambiente por trés dias (3 vezes). Apds, os solventes foram
eliminados em rotaevaporador sob pressdo reduzida, para a obtengéo de
um extrato seco, havendo um rendimento de cerca de 8,3% em termos
de material inicial.

O extrato supercritico (SFE) foi obtido pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Profa. Dra. Sandra Regina Salvador Ferreira do
Laboratorio de Termodindmica e Extragdo Supercritica (LATESC) do
Departamento de Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina. A extracdo foi feita numa unidade extratora
dindmica. Uma massa de 15 g de material vegetal pulverizado foi
colocada no extrator para formar um leito de particulas que permaneceu
sob condicBes controladas de temperatura e pressdo (MICHIELIN et al.,
2009). A extracdo foi realizada utilizando CO, como solvente e
mantendo as condigdes de extracdo em 40 °C, 250 bar e fluxo de
solvente 5 £ 0,5 g/min por 240 min (SHOJI, 1990). O processo utilizou
C0,99,9% puro (White Martins, Brasil) liberado em pressdo superior a
60 bar. O extrato resultante (SFE) foi coletado em frascos ambar e
pesado em balanca analitica. No geral, o procedimento apresentou um
rendimento de 2% em termos de material inicial, ele foi repetido tantas
vezes quanto foi necessario para se obter a quantidade suficiente de
extrato para os ensaios bioldgicos e fitoquimicos.

3.4 Presenga de poliacetilenos em SFE

A presenca de poliacetilenos em SFE foi confirmada a partir
dos seguintes procedimentos de caracterizagdo fitoquimica. O extrato
seco foi inicialmente solubilizado em acetato de etila P.A., ap6s foi
submetido a cromatografia em camada delgada em escala
semipreparativa realizada em silica gel 60 Fy5, (Merck, Darmstadt) e
solucdo composta de AcOEt-H,CO,-AcOH-H,0 (75:5:5:20) para a fase
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movel. O material contido na mancha majoritaria foi coletado e
ressolubilizado em metanol P.A. Apds centrifugacdo (14.000 rpm
durante 15 min), a solugdo sobrenadante foi submetida a varredura
espectrofotométrica UV-Vis. Os dados espectrais foram entdo
comparados com dados da literatura (BRANDAO et al., 1997,
HARBORNE, 1998).

3.5 Obtencéo de juglona

A juglona foi gentilmente fornecida pela equipe coordenada
pelo Prof. Dr. Julio Benites, do Laborat6rio de Quimica Organica da
Universidad Arturo Prat, lquique, Chile. A juglona foi obtida como
produto de um processo de fotoquimica verde via foto-oxigenagdo de
1,5 diidroxinaftaleno (Figura 12), o reagente de partida, na presenca de
luz solar, oxigénio molecular e aditivo fotossensibilizador de Rose
Bengal (4, 5, 6, 7-tetracloro-2', 4', 5', 7'-tetraiodofluoresceina) de acordo
com o método proposto por Oelgemoller et al. 2005. Estes autores
explicam que, embora a maioria das reacdes térmicas possam sofrer de
algumas desvantagens severas relacionadas a producdo, seletividade,
sustentabilidade ou reprodutibilidade do procedimento, de forma
diferente, a oxigenacao fotossensibilizada do 1,5 diidréxinaftaleno com
luz apropriada pode fornecer juglona em rendimentos de 70-75%,
mesmo em escala de multigramas (OELGEMOLLER et al., 2005). A
reacdo de sintese estd ilustrada na figura 12.

Figura - 12 Foto-oxigenagdo do 1,5 diidréxinaftaleno.
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Fonte: Oelgemodlleret al.(2005).

3.6 Avaliacdo do potencial indutor de danos diretos sobre DNA
plasmidial

Este ensaio foi realizado com a colaboragcdo do grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Claus Pich (Centro Tecnoldgico, UFSC,
Ararangua, SC - Brasil). A capacidade de HCE e SFE para induzir
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quebra nas fitas de DNA in vitro foi avaliada por meio de uma
eletroforese padrdo em gel de agarose 0,8% feita com DNA plasmidial
pUC9.1 extraido de E. coli cultivada em meio DH5SaFIQ Lauria-
Bertani solido de acordo com Dantas et al. (1999). As substancias
capazes de causar danos ao DNA podem gerar quebras nas suas fitas que
alteram sua conformacédo e seu padrdo de migracdo eletroforético em
agarose (Figura 13). Em principio, 0 DNA intacto deve ser encontrado
sob a conformacdo superenovelada (FI). Uma lesdo pode causar uma
quebra simples na estrutura em dupla hélice que dara origem,
primeiramente, a uma estrutura anelar das fitas de DNA (FII). Um dano
maior deve ser capaz de provocar rupturas em ambas as fitas, dando
origem a conformacao planar das fitas (FIII). Veja a figura 13.

Figura - 13 Esquema de clivagem do DNA plasmidial (A). Imagem do gel
obtido pela eletroforese do DNA plasmidial intacto e clivado em uma ou duas
fitas (B).
A.
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Fonte: Adaptado de Berg; Tymoczko; Stryer (2004).

Grau de quebra
Fonte: Mancin et al. (2005).

O kit Perfect PepPlasmidi Mini (Eppendorf ®) foi utilizado para
extrair o DNA plasmidial que foi quantificado espectrofotometricamente
a 260 nm. Este procedimento esta esquematizado e ilustrado na figura
14. Para a presente avaliacdo, 5 uL de uma solugdo feita com de 600 ng
de DNA foram incubadas com 45 pL de uma solucao feita com SFE ou
HCE (10 — 160 ug/mL) solubilizados em agua - veiculo (9:1) em pH 7,4
a 50°C por 16 h. Fe-EDTA (20 uM), neste caso foi utilizado por suas
propriedades tdxicas sobre o DNA, funciona como agente indutor de
danos oxidativos, por isso foi utilizado como controle positivo. Somente
veiculo foi usado para o controle negativo (45 pL). Apos a incubagao
com os referidos produtos, o DNA foi carregado no gel
(aproximadamente 10 pL/poco) e submetidas a eletroforese em 70-80 V
em tampdo TBE (89 mM Tris Borato, 2 mM EDTA) por 30-45 min. O
gel foi corado com brometo de etidio (0,5 ig/mL, 20 min) e entdo, as
bandas foram visualizadas e fotografadas. Finalmente, as imagens foram
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analisadas pelo software de bioinformatica Alphaimager (Alphainnotech
®), que compara a intensidade das bandas e a quantidade de pixels,
assim graficos relativos a densitometria das bandas também foram
obtidos.

Figura- 14. Avaliacdo do potencial para clivar o DNA plasmidial.
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Fonte: Do autor.

3.7 Cultura de células

Para os ensaios realizados no Brasil, células da linhagem
tumoral humana MCF-7 (carcinoma humano de mama) foram
adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro. Para 0s ensaios
realizados na Bélgica, as células T24 (carcinoma humano de bexiga)
foram adquiridas junto ao Ludwig Institute for Cancer Research,
Bruxelas. As células foram cultivadas e mantidas a 37 °C em uma
atmosfera de CO, (5%) com 95% de umidade em meio DMEM
(Cultilab®) suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) (ZHONG et al, 2006).

3.8 Avaliacéo da viabilidade celular
A citotoxicidade foi primeiramente avaliada através do método

que emprega o sal de 3-(4, 5 - dimetil - 2 - tiazol) 2, 5 - difenil-brometo
de tetrazélio (MTT) (FRESHNEY, 1999). Este método avalia a
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viabilidade celular em nivel de mitocondria. Originalmente o sal de
tetrazdlio apresenta-se na cor amarelo-ouro. Células viaveis, pela
atividade de enzimas como a succinato desidrogenase mitocondrial,
podem reduzir o sal de tetrazdlio e produzir derivados do formazan, de
cor plrpura, cuja intensidade de cor pode ser determinada
espectrofotometricamente e é proporcional ao nimero de células viaveis
na amostra (MOSMANN, 1983). Para o ensaio, primeiro as células
foram plaqueadas em placas multiwell de 96 pocos, sendo 10* células
semeadas por poco seguido de uma incubacdo de 24 h para permitir a
aderéncia e confluéncia celulares. Depois, 0 meio de cultura completo
foi substituido por outro (200 pL) contendo SFE ou HCE (0-1000
pug/mL), juglona (0-40 pM) administrada sozinha ou associada ao
ascorbato em excesso 1 mM (BECK et al., 2009), ou somente ascorbato
(até ImM), entdo procedeu-se com uma nova incubacdo até alcangar o
tempo de tratamento a ser avaliado (de 3 a 24 h, dependendo do caso). A
incubacgdo do controle negativo foi feita somente com meio de cultura
completo e fresco contendo quantidades equivalentes dos veiculos
utilizados para os varios tratamentos (DMSO 0,1%). Cada concentracdo
foi testada em triplicata, em trés experimentos individuais feitos em dias
diferentes.

No caso especifico dos ensaios com a juglona e sua associagéo ao
ascorbato, para se avaliar a participacdo do estresse oxidativo induzido
sobre a citotoxicidade dos produtos testados, foram também empregados
junto aos tratamentos os antioxidantes a N-acetilcisteina (NAC) 3 mM e
a catalase (CAT) 100 U. J& para avaliagdo do efeito da associacdo de
juglona e/ou ascorbato com a quimioterapia convencional de cancer de
células transicionais de bexiga, a doxorrubicina foi aplicada associada
em 1,6 UM e a cisplatina 20 uM, ocorrendo neste caso uma incubagdo
de 24 h. Na sequéncia, 0 meio e 0s demais produtos eram retirados, as
células lavadas com tampdo fosfato (PBS) a 37 °C, sendo 100 pL de
MTT (1 mg/mL) adicionado neste momento. Permitiam-se mais 2 horas
de incubacéo, decorrido esse periodo, 0 MTT excedente era retirado, e
entdo adicionado 100 pL. de DMSO (P.A.) para solubilizar os cristais de
formazan produzidos durante a incubacdo. Em seguida, as placas eram
encaminhadas a leitura espectrofotométrica com o uso de um leitor UV-
ELISA (540 nm) para determinacdo da intensidade de cor do cromégeno
violeta diretamente proporcional ao nivel de viabilidade celular e,
consequentemente, a atividade citotdxica dos compostos era
determinada.

Os dados obtidos foram expressos graficamente em percentual de
células vidveis em relagdo ao controle negativo. A partir dai um valor de
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Clsg foi determinado a partir do software GraphPad Prisma (San Diego,
EUA). O valor de Clso € uma estimativa matematica que corresponde a
concentragdo inibitéria 50%, ou seja, a concentracdo na qual, dado
composto potencialmente citotoxico é capaz de produzir a morte de 50%
das células expostas sob a incubacao.

3.9 Morfologia das células em processo de morte

As células foram colocadas em placas de Petri (10° células),
sendo permitidas inicialmente 24 h de incubacdo para a aderéncia
celular. Na sequéncia, o meio foi substituido por outro contendo os
tratamentos, ou seja, juglona 10 pM e/ou ascorbato 1 mM,
administrados isoladamente ou em associa¢do. Sanguinarina 5 M foi
utilizada para o tratamento do controle positivo. A sanguinarina € um
conhecido flavonoide indutor de apoptose (ADHAMI et al., 2003).
Somente veiculo inerte foi utilizado para o tratamento do controle
negativo. Apds mais 24 h de incubagdo, a morfologia das células sob o
efeito do tratamento foi feita usando um microscépio 6ptico (aumento
de 400 x) acoplado a uma camera. As analises foram feitas com auxilio
do software de captura e digitalizacdo de imagens Motics Image Plus 2.0
(Ted Pella Inc., Redding, EUA). Os resultados foram obtidos através da
comparacao entre o efeito dos diferentes tratamentos.

3.10 Medida do contetido celular de EROs

O contetdo de EROs intracelular foi avaliado de acordo com o
relatado por Glorieux et al. (2011) pelo método do reagente fluorescente
diclorofluoresceina. O diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) é
um reagente que permeia as células. No compartimento intracelular ele
sofre a acdo de esterases, sendo convertido em diclorofluoresceina
reduzida (DCFH) que assim fica mantido compartimentalizado. O
DCFH é oxidado pelas EROs celulares produzindo diclorofluoresceina
fluorescente. A medida da fluorescéncia é proporcional ao contetdo de
EROs celular. Inicialmente, 15.000 células aderidas eram incubadas
com uma solugdo de DCFH-DA (10 uM) em solugdo tampéo de Hank
(HBSS) a 37°C por 30 min. Ap6s, o excesso de DCFH-DA era
removido por lavagem com HBSS fresco. As células eram entdo
incubadas por 2 h com os compostos-teste (juglona 10 pM e/ou
ascorbato 1 mM). Na sequéncia, as células tratadas eram submetidas a
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mais uma lavagem dupla com HBSS e, entdo mais 100 pL de HBSS era
finalmente adicionado por pog¢o na placa de cultura celular de 96 pocos.
A intensidade da fluorescéncia era medida em um leitor de microplacas
(Victor™ X2 PerkinElmer) programado em 485 nm para excitagédo e
530 nm para emissdo. As alteracfes dos niveis de EROs foram
determinadas, calculando-se AF= (F-F0)/FO, onde F representa a
fluorescéncia média do teste registrada a cada intervalo de 30 min e FO a
fluorescéncia média dos controles.

3.11 Conteldo celular de glutationa reduzida

O contetdo celular de glutationa reduzida (GSH) foi estimado
de acordo com o método descrito por Griffith (1980), baseado em uma
reacdo onde o acido 5, 5 - ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB) reage com
a GSH para formar o acido 2 - nitro — 5 - tiobenzoéico (DTNB reduzido),
um produto amarelo com absorcdo caracteristica em 412 nm.
Primeiramente, era estimada a concentragdo de GSH total presente na
amostra, sendo o conteldo de glutationa oxidada (GSSG) reciclado pela
atividade da enzima glutationa redutase, na presenca de NADPH.
Resumidamente, realizados os tratamentos (juglona 10 pM e/ou
ascorbato 1 mM) por 3 h, as células eram lavadas com PBS frio e
imediatamente acidificadas com &cido sulfosalicilico (SSA) 5%. Estas
amostras eram entdo submetidas a dois ciclos de congelamento e
descongelamento seguidos de centrifugagcdo a 4°C (10.000 g/10 min).
Dez microlitros do sobrenadante eram entdo utilizados para a mistura de
reacdo contendo 0.2 U/mL de glutationa redutase, 50 mg/mL de DTNB
e 1 mM de &cido etileno diamina tetracético (EDTA) em pH 7. A reagdo
era iniciada adicionando-se 50 pL de NADPH (0,16 mg/mL) e as
alteracdes na absorbancia eram registradas a 412 nm. O contelido de
GSSG era medido, eliminando-se o GSH com 2-vinilpiridina. A
concentracdo de GSH era entdo deduzida e os resultados expressos em
nmols, sendo normalizados pelo conteldo de proteina nas amostras
determinado pelo método descrito por Lowry et al. (1951).

3.12 Ensaios de imunoeletroforese
Tendo sido realizados os devidos tratamentos das células em

cultura (juglona 1-20 UM e/ou ascorbato 1 mM por até 4 h), as células
eram lavadas 3x com PBS e tratadas com o tampéo de lise RIPA a pH
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7,4 (Tris—Cl 25 mM, NaCl 150 mM, NP40 1%, desoxicolato de sddio
0,25% e fluoreto de fenilmetilsulfonilol mM) suplementado para uso
com um coquetel inibidor de proteases 1% e outro inibidor de fosfatases
3%, ambos procedentes da Sigma-Aldrich®. As amostras eram
totalmente destacadas das paredes dos pocinhos com auxilio de um
espalhador e entdo recolhidas em microtubos. A concentracdo de
proteinas presente em cada amostra era determinada pelo método de
Bradford por meio de um kit para determinacdo (BioRad). Na sequéncia,
as amostras eram desnaturadas em tampdo Laemmli em pH 6,8
composto por Tris—Cl 60 mM, dodecil sulfato de sodio 2% (SDS),
glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% e 0,01% de azul de bromofenol.
Quantidades iguais de proteinas (30 ug) originarias de homogenatos de
células totais eram entdo submetidas a eletroforese em géis de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Na sequéncia as proteinas eram separadas
e transferidas para membranas de nitrocelulose por eletrotransferéncia.
Estas membranas foram entdo bloqueadas com leite em pé desnatado,
lavadas e depois incubadas overnight com os anticorpos primarios (1:
1.000). Entdo, as membranas eram lavadas novamente e incubadas por
mais algumas horas com o0s anticorpos secundarios (1: 2.500)
conjugados com peroxidase (DEJEANS et al., 2010).

A deteccdo das bandas foi feita com um kit para deteccdo de
guimiluminescéncia (Amersham®) e as imagens foram obtidas por
revelacdo em filme de raio-X. Para o controle da carga de proteinas
utilizava-se como marcador a B-actina (US Santa Cruz Biotechnoly,
Inc.). O anticorpo policlonal de coelho contra histona 2A fosforilada
(gama H2AX) era da marca Upstate (EUA). Os anticorpos monoclonais
de coelho contrao fator de inicia¢do eucaridtico 2o, fosforilado e total
eram da Abcam (UK). O anticorpo policlonal de coelho contra poli-
(ADP-ribose)-polimerase  (PARP) clivada foi da Santa Cruz
Biotechnoly, Inc. (EUA). Os anticorpos secundarios foram da Dako
(Dinamarca) e Chemicon (Millipore, EUA).

3.13 Atividade de caspases

Para este estudo, em principio, 10° células aderidas eram
tratadas apropriadamente em placas de Petri (juglona 10 uM efou
ascorbato 1 mM, por 6 até 24 h). Depois, as células eram lavadas duas
vezes com PBS, para entdo serem tratadas com tampdo de lise pH 7,4
composto por Hepes 50 mM, CHAPS 5 mM e ditiotreitol (DTT) 5 mM.
Estas amostras eram coletadas em tubos, depois, as mesmas eram
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centrifugadas e, os sobrenadantes incubados com um substrato da
caspase-3 fluorogénico Ac-DEVD-AFC da Enzo Life Sciences® em
tampdo de reacdo pH 7,4 composto de Hepes 20 mM, CHAPS 0,1%,
DTT 5 mM e EDTA 2 mM. Este substrato é um peptideo sintético
marcado com uma molécula fluorescente 7-amino-4-trifluorometil
cumarina (AFC ou Ac), na seguinte sequéncia Ac-Asp-Glu-Val-Asp
(Ac-DEVD). A liberagdo da molécula fluorescente do substrato pode ser
utilizada para a avaliacdo da atividade das caspases. Quando AFC esta
ligado ao substrato peptidico, ele produz uma fluorescéncia azul sob a
exposicdo a luz UV (400 nm). A caspase-3 cliva enzimaticamente o
substrato-AFC e libera AFC livre, que produz uma fluorescéncia
amarelo-esverdeada em 505 nm quando exposta a luz UV. A atividade
da caspase-3 na amostra é proporcional a quantidade de AFC livre
produzida. A liberacdo do fluorocromo foi determinada cineticamente
em temperatura ambiente utilizando um espectrofotdmetro Victor X2
programado em 380 nm para excitacdo e 505 nm para emissdo (Perkin
Elmer, Waltham, USA). Os resultados foram expressos como U/mg de
proteina, como originalmente descrito por Nicholson et al. (2002).
Sanguinarina (5 uM), um flavonéide conhecido por induzir apoptose
(Adhami et al., 2003), foi utilizada para o tratamento do controle
positivo.

3.14 Ensaio de formacao de col6nias ou ensaio clonogénico

Para a avaliacdo do potencial efeito antiproliferativo, fez-se o
ensaio de formacdo de colbnias ou ensaio clonogénico (AITHAL et al.,
2009; BENITES et al., 2010). Primeiramente, 500 células eram
incubadas por 24 h para a aderéncia em cada pog¢o das placas de cultura
de 6 pocos. Transcorrido este periodo o meio de cultura completo era
substituido por outro contendo juglona (1-5 M) isoladamente ou
associada ao ascorbato de sédio 1 mM, ou somente ascorbato de sodio
1mM. Para avaliar o papel do estresse oxidativo sobre a proliferacéo
celular, foram também administrados os antioxidantes NAC 3 mM ou
CAT 100 U. A incubacdo do controle negativo foi feita somente com
meio de cultura e quantidade equivalente de veiculo (DMSO 0,1%).
Para o tratamento-teste, procedeu-se com uma incubagdo por 2 horas.
Depois, as células eram lavadas com PBS a 37°C (3x) e o meio era
novamente substituido por outro fresco para uma incubacdo de cerca de
8-10 dias, ou até a presenca das coldnias ser percebida (pelo menos uma
colénia com cerca de 50 células). O ensaio era entdo finalizado, 0 meio
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retirado e as coldnias fixadas e coradas com uma solucdo de cristal
violeta 0,2% para serem posteriormente visualizadas e quantificadas em
contador de col6nias, sendo os resultados expressos pelo nimero de
unidades formadoras de col6nias (UFCs), comparativamente ao controle
negativo.

3.15 Ensaio in vitro de migracao

Para avaliagdo do potencial efeito inibidor da motilidade celular
ou antimigratorio, os tratamentos foram avaliados pelo ensaio de
migragdo, também conhecido com ensaio de cicatrizacdo de feridas.
Para estes experimentos, foram utilizadas placas de cultura com inserto
(Ibidi®), através de um protocolo sugerido pelo proprio fabricante.
Inicialmente, uma suspensdo contendo 7 x 10° células/mL era preparada,
sendo 70 pL semeados em cada compartimento das placas que contém 2
compartimentos/cada. Procedia-se com uma incubacdo de 24 h,
permitindo que as células aderissem. ApGs, o inserto era retirado com
auxilio de uma pinga estéril. A partir dai, formavam-se em cada placa
duas populacBes celulares distintas, separadas por um espaco (gap)
intercelular de cerca de 500 um (Figura 15).

Figura 15-Esquema do procedimento para o ensaio de migracao.
1) 2)

@ (

Fonte: Ibidi

Cada placa recebeu o respectivo tratamento, havendo placas onde
foram adicionados 2 mL de meio de cultura contendo juglona (1- 5uM)
administrada sozinha ou associada ao ascorbato de sédio 1 mM ou
somente ascorbato de sédio 1mM, sendo feita a incubagdo do controle
negativo somente com meio de cultura fresco e o volume respectivo de
veiculo (DMSO 0,1%). Desta vez, 0 meio de cultura para os tratamentos
nédo continha soro bovino fetal, para evitar a proliferagdo celular.
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Na sequéncia, sob um microscépio acoplado a um sistema de
captura de imagens, fotos eram feitas no tempo inicial zero
(imediatamente a adicdo do meio contendo o0s tratamentos), depois as 8,
12, 16, 20 ou 24 h (tempo final). As imagens foram comparativamente
analisadas a fim de se identificar o potencial efeito inibidor da
motilidade celular e/ou atracdo entre as duas populacfes celulares
existentes. Os resultados foram apresentados a partir destas imagens
(1IBIDI™, 2011).

3.16 Estudo da atividade antitumoral in vivo

Antes do inicio da execugdo desta parte da pesquisa, um projeto
detalhado solicitando a autorizagdo para 0 uso de animais foi
protocolado e aprovado junto ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFSC (Protocolo n. PP00477).

Neste protocolo experimental foram utilizados camundongos
Balb/c isogénicos (Mus muscullus), machos, com 20 + 2 g de peso,
obtidos por reproducdo e manejo controlados no Biotério Setorial do
LABIOEX. A criacdo seguiu conforme recomendacBes de guias
reconhecidos internacionalmente e destinados a espécie. Os animais
foram mantidos em gaiolas plésticas sob condicbes ambientais
controladas (ciclo claro-escuro de 12 h, temperatura 22 + 2 °C, ~ 60 %
de umidade relativa do ar), recebendo racdo laboratorial e &gua ad
libitum.

Para a inducdo de tumor, o tratamento experimental e a
avaliacdo in vivo da atividade antitumoral, células (5x10°) do tumor
ascitico de Ehrlich foram inoculadas no abdome dos animais em
condigdes assépticas para induzir o desenvolvimento de tumor ascitico.
As células do carcinoma de Ehrlich sd@o mantidas no LABIOEX em
camundongos, por meio de transplante sistematico. Originalmente, estas
células foram obtidas junto a Universidade do Vale do Itajai (Univali,
Itajai, SC - Brasil).

O dia da inoculagdo foi considerado dia zero (0). Os animais
foram divididos em grupos (n = 12): a) controle normal; b) controle
negativo (com tumor, sem tratamento ativo); c) controle positivo tratado
com doxorrubicina 0,06 mg/kg; d) dois grupos-teste tratados com os
extratos de B. pilosa, SFE ou HCE 100 mg/kg. Os tratamentos foram
realizados por via intraperitoneal (i.p.). Os tratamentos foram iniciados
24 h ap6s a inoculacdo das células tumorais. Os extratos foram
administrados nas concentracbes maximas previamente determinadas
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que, em principio, ndo induziram a morte dos animais pelo menos sob
este esquema de tratamento. Os tratamentos foram feitos durante 9 dias
consecutivos. Ao décimo dia, seis animais selecionados aleatoriamente
de cada grupo foram sacrificados por deslocamento cervical para a
medida da atividade antitumoral feita através das seguintes avaliacdes:

a) Determinacdo do volume total de liquido ascitico e células
compactadas (KVIECINSKI et al., 2008). O fluido ascitico de cada
animal foi coletado total e individualmente por meio de seringa e, seu
volume medido utilizando tubos graduados. Na sequéncia estes tubos
eram centrifugados (1000 g por 5 min) e entdo, o volume de células
compactadas era determinado.

b) Medida da circunferéncia abdominal e determinacdo do peso
dos animais (KVIECINSKI et al., 2008). A variacdo destas medidas foi
determinada por subtracdo entre os valores medidos no final, ou seja,
apos 9 dias de tratamento, menos os valores de peso e circunferéncia
medidos no primeiro dia de tratamento. Os resultados foram expressos
em centimetros, no caso da circunferéncia ou gramas, no caso do peso.
Baseados na medida da variagdo média da circunferéncia abdominal dos
grupos-teste, o percentual de inibigdo do crescimento do tumor (% ICT)
era determinado por comparacdo, por regra de trés, junto com as
medidas médias obtidas do grupo controle negativo, a partir da seguinte
equacdo (KVIECINSKI et al., 2011b):

ICT (%) = (variagdo média circunferéncia abdominal do grupo-teste x 100/
medida média do grupo controle negativo) — 100 1)

Os animais restantes em cada grupo foram mantidos vivos para
a avaliagdo dos parametros de tempo médio de sobrevida (TMS) e
percentual de aumento da longevidade (PAL) de acordo com as
equacdes a seguir (QURESHI, 2001):

TMS (dias) = (dia da primeira morte + dia da Ultima morte)/2 2
PAL (%) = [(TMS do grupo tratado/TMS grupo controle) -1] x 100 ?3)

3.17 Andlise estatistica

Na grande maioria dos casos, 0s resultados foram expressos
atraveés de média + desvio padrdo ou fornecido o intervalo de confianca.
Os ensaios bioquimicos foram sempre realizados em triplicata e, no caso
dos ensaios in vitro, repetidos trés vezes. Os dados foram submetidos a
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andlise de variancia one-way ANOVA, complementada pelo teste de
Bonferroni ou Tukey-Kramer, quando apropriado. Valores de p <0,05
foram considerados como estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Atividade antitumoral de extratos de B. pilosa

4.1.1 Citotoxicidade in vitro

Inicialmente, ambos os extratos de B. pilosa, HCE e SFE foram
testados com respeito a citotoxicidade sobre células MCF-7 através do
ensaio do MTT. Os resultados sdo apresentados na figura 16. Pode-se
observar, que sob a incubacdo de 24 h, ambos os extratos apresentaram
alguma citotoxicidade, tendo sido observado uma diminuicdo
progressiva nos niveis de viabilidade celular, em comparacdo ao
controle negativo, proporcional ao aumento da concentragcdo de cada
extrato, tanto em amostras de células tratadas por HCE, como naquelas
tratadas com SFE (Figura 16 A). No entanto, ainda de acordo com o0s
dados desta figura, aparentemente o tratamento realizado com SFE
causou reducdo maior na viabilidade celular proporcionalmente ao
aumento de sua concentracdo (Figura 16 A). Estes dados foram
utilizados para o calculo do valor de Cls, as 24 h, tendo sido
determinada a Clsg = 811 (795-828) pg/mL para HCE, enquanto que
SFE confirmou sua citotoxicidade mais elevada, exibindo Clsy = 437
(429-446) pg/mL.

A extragdo com fluido de CO, supercritico ja havia sido
empregada sobre amostras de B. pilosa para render um produto no qual
foram identificados os poliacetilenos citopiloina e outros glicosideos
poliacetilénicos com atividade antidiabética (CHIEN et al., 2009). No
entanto, o presente estudo foi o primeiro a avaliar a citotoxicidade do
extrato supercritico de B. pilosa sobre células MCF-7. Além disso,
alguns dos resultados obtidos aqui sdo comparaveis aqueles encontrados
anteriormente em um estudo onde a citotoxicidade do extrato bruto
hidroetandlico de B. pilosa e trés de suas fracdes metandlica, acetato de
etila e cloroférmica foi avaliada sobre células do carcinoma de Ehrlich
in vitro. Neste estudo, a citotoxicidade do extrato bruto foi destacada
(Clsg = 701,7 £ 5,3 pg/mL), também tendo sido demonstrado que a
fracdo cloroférmica foi a mais citotoxica (Clsy = 83,0 £ 5,2 pg/mL).
Desta forma, evidéncias ja haviam sido geradas indicando que, no caso
de B. pilosa, seus constituintes mais citotdxicos possuem maior
afinidade para solventes com caracteristicas mais apolares, corroborando
com as previsdes de que os poliacetilenos podem ser os responsaveis
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pela citotoxicidade dos extratos (KVIECINSKI et al., 2008). Uma
comparacdo entre a citotoxicidade dos extratos de B. pilosa sobre
células do carcinoma de Ehrlich com a citotoxicidade observada neste
momento sobre as células MCF-7, permite sugerir a citotoxicidade
superior de SFE em relacdo a aquela de HCE é entdo coerente. Vale
lembrar que na extracao feita aqui com fluido supercritico foi utilizado
CO, como solvente e este fluido possui um carater apolar. Esta
percepc¢do € importante, pois serve para indicar que a extracdo sobre B.
pilosa com fluido de CO, supercritico representa uma alternativa para a
extracdo dos constituintes mais citotdxicos, havendo a vantagem
relacionada a pureza do extrato resultante deste procedimento que
termina com a eliminacéo praticamente total do CO,, uma vez liberada a
pressdo empregada pelo sistema extrator.

Figura 16- Citotoxicidade de SFE e HCE sobre células MCF-7 apds incubagdo
de 24 h (A); Citotoxicidade de SFE as 48 h de incubacdo (B). (*) Denota
diferenca estatistica em comparagao ao controle negativo (NEG) e (*) diferenca
em comparacdo a HCE (A) e as 24 h (B), respectivamente quando p < 0,05, n =
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Fonte:Ensaio do MTT de citotoxicidade in vitro.

Tendo sido demonstrado uma citotoxicidade superior de SFE, este
extrato foi selecionado para ser avaliado quanto a interferéncia da
varidvel tempo de tratamento para sua atividade. Entdo, novos ensaios
foram realizados quando as células MCF-7 foram tratadas com a mesma
faixa de concentragdo de SFE utilizada anteriormente, mas permitindo
que a incubacdo fosse mantida até 48 h. Os resultados apresentados na
figura 16 B demonstram que o tempo pode ser determinante para a
citotoxicidade de SFE, tendo sido encontrado sempre uma reducéo mais
acentuada na viabilidade celular as 48 h em comparacdo a viabilidade
resultante do mesmo tratamento em 24 h (Figura 16 B). Por
consequéncia, a Clsy determinada para SFE as 48 h foi igual a 291 (283-
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300) pg/mL. Portanto, encerrando esta etapa, considerou-se que a
extracdo realizada com fluido supercritico apresentou vantagens
relacionadas a uma maior seletividade no que se refere a extracdo dos
componentes citotdxicos de B. pilosa.

4.1.2 Presenga majoritaria de poliacetilenos em SFE

A literatura relata que B. pilosa tem sido considerada como uma
espécie vegetal de constituicdo quimica bastante ampla, fato que €
inclusive utilizado pelos pesquisadores na tentativa de justificar a
variedade de efeitos terapéuticos que sdo alegados popularmente para a
espécie (GEISSBERGER; SEQUIN, 1991). Ha relatos que descrevem a
presenca em B. pilosa de substancias com atividades diversas aquelas
apresentadas nesta presente investigagdo. Assim, por exemplo, a
atividade hepatoprotetora é tradicionalmente reconhecida entre 0s usos
populares de B. pilosa e existem artigos cientificos que confirmam a
presenca de constituintes flavonoides citoprotetores e antioxidantes na
planta (CHIANG et al., 2004; YUAN et al., 2008; KVIECINSKI et al.,
2011a).

Ja os estudos que relatam a atividade citotoxica, parasiticida e
antitumoral de extratos ou frages de B. pilosa, no geral tém atribuido a
responsabilidade destes efeitos aos constituintes poliacetilénicos que
normalmente sdo abundantes na planta (ALVAREZ et al.,, 1996;
BRANDAO et al., 1997). Como explicado na introdugéo deste trabalho,
0 método de extracdo supercritica foi estrategicamente selecionado para
a obtencéo dos poliacetilenos de B. pilosa.

Os primeiros achados confirmaram que a atividade citotdxica
sobre células MCF-7 havia sido superior ao se administrar o extrato
resultante da extracdo com fluido supercritico (SFE). Assim, foi
deduzido que os compostos majoritarios de SFE estariam primariamente
relacionados com a toxicidade da planta. O emprego da tecnologia
supercritica havia resultado em extracdo superior de constituintes
citotéxicos. Entdo, ensaios adicionais sobre SFE foram realizados no
sentido de monitorar por métodos fitoquimicos o processo de tecnologia
supercritica, para se buscar a caracterizacdo dos constituintes do grupo
de substancias majoritéarias presente neste extrato.

SFE foi submetido a cromatografia semipreparativa em camada
delgada combinada as analises espectrofotométricas UV-Vis.
Inicialmente, a cromatografia foi realizada em batelada para se avaliar
algumas formulagdes para a constituicdo de um sistema de fase mével
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eficiente. Definido a fase mével adequada (AcOEt - H,CO, - AcOH -
H,0/75:5:5:20), as substdncias foram separadas, agrupando-se em
basicamente 5 manchas principais A, B, C, D e E, sendo a mancha A
amarelada a majoritaria (mancha A destacada na figura 17 A). Algumas
vezes, foi observado alteracGes na cor dos constituintes da mancha A,
que podem ser resultados da exposicdo das substancias purificadas ao
tempo ou a luz. Os poliacetilenos podem sabidamente sofrer
fotoalteracbes (WAT et al., 1980). Desta forma, as andlises do
comportamento de absorcdo sob varredura espectrofotométrica foram
realizadas imediatamente na sequéncia sob o abrigo da luz, calor, etc. As
substancias da mancha A foram destacadas das placas de cromatografia,
seu conteudo solubilizado em metanol P.A. e apds centrifugacdo, a
solucdo sobrenadante foi utilizada para a obtencdo de dados referentes
as suas maximas espectrais (HARBORNE et al. 1998). Os resultados
sdo apresentados na figura 17 B, onde é possivel observar um espectro
com bandas consideradas, por comparacdo com a literatura, tipicas de
poliacetilenos (BRANDAO et al., 1997). Picos de absorcido maxima
foram registrados na faixa do UV em 208, 269 e 334 nm.

Figura 17 - SFE cromatografado em camada delgada, constituintes majoritarios
contidos na mancha A (A); Espectro de varredura UV-Vis obtido a partir da
solugdo composta pelas substancias da mancha A em metanol P.A. com bandas
tipicas de poliacetilenos.
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Fonte: Ensaios de caracteriza¢do fitoquimica.

Ao final desta etapa foram obtidos resultados que somados
permitem concluir que o método de extragdo supercritica pode ser
considerado uma operacdo eficiente que avangca no sentido da
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purificacdo de poliacetilenos e foi Gtil na obtencdo de um extrato de B.
pilosa mais potente em termos de atividade antitumoral in vitro. Os
resultados sugerem a preservacdo da funcionalidade dos poliacetilenos
extraidos do vegetal pelo método supercritico. Como indicado na
literatura, a funcionalidade destas moléculas deve estar relacionada a
presenca das triplas ligagcOes carbono-carbono na extensa cadeia de
acetilenos dos poliacetilenos (HARBORNE et al., 1998).

4.1.3 Inducéo de danos sobre o DNA plasmidial

Tendo sido obtidos dados indicativos de citotoxicidade para
HCE e SFE de B. pilosa, 0 mecanismo através do qual estes extratos
atuam comegou a ser avaliado. Entre as véarias abordagens possiveis para
0 estudo do mecanismo da agdo citotoxica, de maneira preliminar, foi
realizada uma avaliacdo para deteccdo in vitro de um potencial para
induzir danos diretos sobre DNA plasmidial. Alguns autores sugerem
gue as substancias capazes de causar danos no DNA podem alterar sua
conformacdo e consequentemente seu padrdo de migracdo eletroforética
(REY et al.,, 2009). Estas substdncias podem ter uma atividade
nucledsica geradora de estresse sobre o DNA que promove sua
clivagem, a qual pode ocorrer por hidrélise e/ou oxidagdo, entre outras
possibilidades (REY et al., 2009). Em principio, sabe-se que uma vez
gue o DNA das células é lesionado, 0s mecanismos que dirigem & morte
celular podem ser disparados (TAN et al., 2009).

Os resultados obtidos na avaliacdo do potencial de HCE e SFE
para induzir danos diretos sobre o DNA plasmidial sdo apresentados na
figura 18. Inicialmente, sdo apresentados os resultados obtidos a partir
dos tratamentos realizados para 0s controles positivo e negativo,
respectivamente, para validacdo deste modelo experimental (Figura 18
A). Fe-EDTA, um agente indutor de danos oxidativos, foi utilizado
como controle positivo. O DNA tratado pela solucéo de Fe-EDTA (20
M) apresentou alteragcbes marcantes em termos de padrdo de migracao
eletroforética em comparacdo ao DNA do controle negativo. A
eletroforese do DNA tratado por Fe-EDTA possibilitou averiguar o
predominio da conformacdo FII, resultado de rupturas simples na
estrutura em dupla hélice do DNA e também a presenca da conformacgéo
planar FllI, resultado de extenso dano em ambas as fitas do DNA.

No DNA tratado somente com o veiculo inerte para o controle
negativo, foi evidenciado o predominio da conformagdo FI de DNA
intacto (Figura 18 A). Ja na figura 18 (B e C), os graficos ilustram o
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padrdo de migracdo do DNA plasmidial encontrado apds o tratamento
com HCE ou SFE, respectivamente. Mais uma vez, foi possivel perceber
que ambos 0s extratos apresentaram alguma toxicidade. Os dados
apresentados na figura 18 (B) demonstram que HCE foi capaz de causar
algum nivel de dano sobre o DNA somente detectavel na concentracdo
mais alta testada deste extrato (160 pg/mL), quando houve inducdo de
aumento em termos de DNA na forma FII, com diferenca estatistica em
comparacao ao DNA do controle negativo (Figura 18 B). Por outro lado,
os dados apresentados no grafico da figura 18 (C) demonstram que,
embora mais uma vez a conformacdo FlII ndo tenha sido alcangada, SFE
aplicado na concentracdo de 40 pg/mL foi suficiente para induzir danos
sobre 0 DNA, quando comparado ao controle negativo. A partir desta
concentracdo, o dano ao DNA elevou-se proporcionalmente ao aumento
da concentragdo de SFE (Figura 18 C). Estes resultados, mais uma vez
demonstram a validade do método de extracdo com fluido supercritico
na obtencdo dos compostos de B. pilosa mais téxicos. Se tomado por
base os efeitos observados no teste do potencial indutor de danos sobre o
DNA plasmidial, mais uma vez é possivel deduzir que SFE apresentou
toxicidade superior quando comparado aquela apresentada por HCE.

Figura 18 — Efeito dos tratamentos feitos com o extrato hidroetanélico HCE e
extrato supercritico SFE de B. pilosa (10 — 160 pg/mL) sobre o DNA
plasmidial. Primeiramente, o efeito dos controles, Fe-EDTA (20 uM), utilizado
para o controle positivo, causa danos sobre o DNA plasmidial. Por outro lado, a
conformagdo FlI é predominante no DNA tratado para o controle negativo
(NEG) (painel A). Os niveis de danos no DNA plasmidial causados pelo HCE e
SFE, respectivamente (painéis B e C). (“) denota diferenca estatistica
significativa em comparagéo ao controle negativo (NEG).
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Fonte: Ensaio de dano ao DNA plasmidial.
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A capacidade de alguns poliacetilenos de ocorréncia natural e
o-tertienila para induzir danos citogenéticos ja foi avaliada
anteriormente. Em um estudo realizado por MacRae et al. (1980), a-
tertienila e outros 5 poliacetilenos foram avaliados por uma atividade
lesiva sobre os cromossomos em células de hamsters Syrian. Nenhum
destes compostos foi capaz de induzir o cAmbio de cromatides irmés ou
mesmo induzir aberragdes cromossémicas (mutagdes). Em um estudo
posterior, trés poliacetilenos purificados de Panax ginseng C.A. Meyer,
nominalmente o panaxidol, panaxinol e panaxitriol foram avaliados pelo
mecanismo de agdo citotoxica em células L1210 de leucemia linfocitica
de camundongos. Neste estudo, foi constatado que os poliacetilenos
induziram a inibicdo da sintese do DNA de maneira dose-dependente
(KIM et al. 1989). Assim, a partir da avaliacdo da inducdo dos danos
sobre 0 DNA plasmidial tratado por HCE e SFE, rico em poliacetilenos
de B. pilosa, pode-se sugerir que, adicionalmente, os poliacetilenos
podem causar danos no DNA por meio de quebras de suas fitas.

4.1.4 Atividade antitumoral in vivo dos extratos de B. pilosa

O tumor ascitico de Ehrlich é um carcinoma que foi
desenvolvido para a forma ascitica por Loewenthal e Jahn em 1932, a
partir de uma das varias linhagens do carcinoma de Ehrlich que surge de
tumores epiteliais espontaneos, provavelmente originados de glandulas
mamarias (GUPTA et al., 2000). Ele cresce rapidamente, apresenta um
comportamento muito agressivo, e tem sido amplamente citado na
literatura, para investigar propriedades antitumorais de varios novos
agentes (AJITH; JANARDHANAN, 2003).

A atividade antitumoral in vivo dos extratos de B. pilosa foi
avaliada comparativamente em camundongos portadores de tumor
ascitico de Ehrlich (TAE). Quando células do carcinoma de Ehrlich séo
inoculadas no abdome dos animais, isto leva ao desenvolvimento rapido
e regular de um tumor ascitico. Em camundongos portadores de tumor
ascitico, o liquido ascitico é considerado a fonte nutricional direta para a
manutencgdo das células tumorais. Neste liquido, ha uma variedade de
fatores de crescimento e nutrientes necessarios para a sobrevivéncia das
células tumorais e sua proliferacdo. O liquido € o meio onde as células
do carcinoma crescem em suspensdo (PRASAD; GIRI, 1994). Desta
forma, € esperado que a medida do volume de liquido ascitico possa dar
uma ideia acerca da requisicdo e do estado nutricional das células e da
disponibilidade de nutrientes. Ja a medida do volume de células



92

compactadas, que pode ser determinado a partir da centrifugacdo de
amostras ou da quantidade total do fluido, pode servir no sentido de
indicar o real tamanho do tumor. Neste caso, em geral é de se esperar
que a atividade antitumoral de um produto promissor deva induzir a
diminuicdo de ambas as medidas comentadas e consequentemente a
reducdo também do ganho de peso e da medida da circunferéncia
abdominal dos animais. A inducdo ao ganho de peso e aumento da
circunferéncia abdominal por parte do TAE € tdo forte que, mesmo que
exista um comprometimento motor que finalmente leva a uma
diminuicdo no consumo de alimento e, talvez também de dgua, mesmo
assim, os animais ndo tratados do controle negativo elevam ao maximo
essas medidas, até chegar a um ponto letal, onde a morte ocorre em
decorréncia da doenca. Na Tabela 1, pode-se notar que todas essas
prerrogativas foram observadas neste experimento, sendo que com
diferencas em comparagdo ao grupo controle normal, os animais do
grupo controle negativo demonstram marcado ganho de peso, aumento
da circunferéncia abdominal e presenca de ascite. Por outro lado, pode-
se ainda observar na tabela que a melhora induzida pelo quimioterapico
convencional doxorrubicina (DOX) e os tratamentos-teste (HCE e SFE)
foram capaz de inibir essas mesmas medidas (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeito dos tratamentos realizados com os extratos de B. pilosa (HCE
ou SFE, 100 mg/kg) ou doxorrubicina (DOX, 0,06 mg/kg) em camundongos
portadores do tumor ascitico de Ehrlich e controles. Controle normal (CN),
controle negativo (NEG). Dados expressos pela média + DP, n = 6. (*) diferenca
estatistica, comparado & NEG e (*) comparado & HCE (p < 0,05). TMS: Tempo
médio de sobrevida; PAL: Percentual de aumento na longevidade, n=6.

Pardmetro/Grupo CN NEG HCE SFE DOX
Ganho de peso (g) 1+1 [ 8+1 | 7+2 [ 5+1° | 3+17
Aumento da circunferéncia <1 4+1 1+£1% | 1£1° <1%
abdominal (cm)

Fluido ascitico (mL) - 101 [ 7+£1° ] 4217 [ 217
Células tumorais (mL) - 4+1 | 2+1°] 1#1° <17
Células ndo-viaveis/viaveis - <1 <1 [ 1+£1% [ 2+1%
TMS (dias) 30 13 15° 177 20
PAL (%) 100 0 15° 317 54

Fonte: Ensaios in vivo.

Sendo observados primeiro os dados da histomorfologia dos
animais, pode-se afirmar que ambos os tratamentos (HCE e SFE)
tiveram algum efeito com base na avaliacdo do aumento da medida da
circunferéncia abdominal que foi achada diminuida, tendo sido causado
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também, por ambos os tratamentos, uma diminuicdo no aumento do
volume de liquido ascitico e de células compactadas com diferenca
estatistica significativa em comparacdo aos dados obtidos no grupo
controle negativo (Tabela 1). Agora comparando as atividades
apresentadas somente pelos dois extratos testados, percebe-se que a
atividade do tratamento com SFE foi maior, se levado em conta que ele
foi o0 Unico capaz de causar diminui¢do no ganho de peso corporal dos
animais e aumentar a propor¢cdo de células inviaveis/vidveis com
diferenca estatistica significativa, comparado ao grupo controle
negativo. Em animais tratados com SFE, o desenvolvimento de fluido
ascitico foi inferior (Tabela 1/Figura 19). A atividade apresentada por
SFE revelou-se mais proxima daquela apresentada pelo controle positivo
doxorrubicina (Tabela 1/Figura 19).

Para a avaliagdo dos resultados que concernem aos efeitos dos
tratamentos sobre o tempo de sobrevida dos animais portadores de TAE,
é importante apresentar primeiro o ponto de vista de alguns outros
pesquisadores, como por exemplo, Clarkson e Burchenal (1965). Estes
autores consideraram que a avaliagdo do efeito de um tratamento
experimental, quanto a sua eficacia para induzir aumento no tempo de
duracdo da sobrevida de animais, pode configurar-se como um critério
dos mais confiaveis para se julgar o valor de qualquer farmaco
antitumoral em potencial. Analisando os dados obtidos, pode-se
perceber que novamente ambos os tratamentos (HCE e SFE)
apresentaram algum efeito. No grupo do controle negativo, uma vez
induzido o tumor, a primeira morte foi registrada no dia 11. A partir dai
0s camundongos comegaram a morrer gradativamente, sendo a Ultima
morte registrada no dia 15. Sendo assim, o0 TMS determinado para o
grupo controle negativo foi 13 dias (Tabela 1). O tratamento feito com
HCE aumentou o TMS de 13 para 15 dias, enquanto que o tratamento
feito com SFE aumentou o TMS para 17 dias. Por consequéncia, o PAL
determinado a partir dos dados obtidos do grupo de animais tratados
com HCE foi igual a 15%, enquanto que no grupo de animais tratados
pelo SFE foi igual a 31%. Contudo, nenhum dos tratamentos
experimentais foi capaz de induzir a presenca de animais sobreviventes
em longo prazo (long term survivors).

Desta maneira, os dados apresentados anteriormente quando
avaliados em conjunto permitem afirmar que o tratamento com SFE de
B. pilosa foi mais promissor com respeito & atividade antitumoral,
apresentando vantagens em termos de eficacia verificadas in vitro e in
vivo, em comparacao ao tratamento feito a base de HCE. Possivelmente,
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0S compostos responsaveis por esta atividade farmacolégica pertencem a
classe dos poliacetilenos.

Sendo utilizado este mesmo modelo experimental, Kviecinski et
al. (2008) demonstraram anteriormente de maneira inédita que HCE de
B. pilosa apresentou atividade antitumoral significativa em
camundongos portadores do tumor ascitico de Ehrlich. Neste sentido,
considerando agora comparativamente os dados da inibicdo do
crescimento do tumor in vivo induzidos pelos tratamentos feitos com
HCE e SFE de B. pilosa, fica claro que esta investigacdo avangou, uma
vez que demonstrou que o tratamento feito com o extrato de B. pilosa
obtido com fluido supercritico apresenta vantagens, levando a uma
inibicdo superior, mais proxima aquela induzida pela doxorrubicina
(Figura 19).

Figura 19-Atividade antitumoral (%) dos tratamentos feitos com doxorrubicina,
SFE ou HCE em camundongos portadores de tumor ascitico de Ehrlich, com
base no volume de fluido ascitico. Controle normal (CN), controle negativo
(NEG). (%) diferenca estatistica comparado & NEG e (*) comparado & HCE
(p<0,05), n=6.
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Fonte: Ensaios in vivo.

Os resultados apresentados até aqui foram publicados no
periddico The Journal of Supercritical Fluids, volume 56, paginas 243 a
248 (2011), sob o titulo SFE from Bidens pilosa Linné to obtain extracts
rich in cytotoxic polyacetylenes with antitumor activity. DOI:
10.1016/j.supflu.2010.12.011 (Anexo A).
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4.2 Atividade antitumoral da juglona e sua associagdo com
ascorbato de sddio

A principal vantagem da utilizagdo de células T24 talvez se
relacione com a rapidez com que elas dividem-se, 0 que leva a uma
pronta disponibilizacdo das mesmas para a pesquisa (tempo de
duplicacdo de cerca de 20h). Mais além, as células T24 sdo invasivas e
derivadas de células transicionais do urotélio humano, sendo assim
adequadas para a realizacdo de estudos de proliferacdo celular e invaséo.

O céancer de bexiga é um tipo de cancer urologico de elevada
incidéncia. Quase todos os tumores de bexiga originam-se no urotélio
gue é uma mucosa de 3 a 7 camadas de células, intimamente ligada ao
tecido muscular da bexiga. Na América do Norte, América do Sul,
Europa e Asia, o tipo mais comum de tumor urotelial diagnosticado é o
carcinoma de células transicionais sendo que mais de 90% dos tumores
de bexiga séo deste tipo (PRASAD et al., 2011).

De acordo com o instituto americano National Cancer Institute
(NCI), os farmacos aprovados até o presente momento para o tratamento
do cancer de bexiga sdo: a doxorrubicina e seus derivados (antraciclinas)
ou derivados da platina (cisplatina). No entanto, é fato que o emprego de
ambas as classes de fArmacos apresenta sérias limitacGes. Considerando
a questdo de seu emprego terapéutico, pode-se dizer que ambas as
classes apresentam sérios efeitos colaterais. A administracdo de
doxorrubicina estd intimamente relacionada com indugdo de
cardiotoxicidade, ja a administracdo tanto de doxorrubicina como de
cisplatina esta associada com o desenvolvimento de resisténcia
multifarmacos, perda de cabelos e de peso, problemas com a respiracao,
supressao hematopoiética e leucemia secundaria, entre outros (PENG et
al., 2010; OCTAVIA et al., 2012). Também se sabe, que quando se
considera a questdo dos problemas devidos aos residuos desses farmacos
no meio ambiente, que eles sdo consideravelmente persistentes no solo,
0 que de acordo com as informacdes apresentadas a seguir ¢ diferente do
que ocorre no caso da juglona (KHETAN; COLLINS, 2007).

A juglona pertence & mesma classe quimica da doxorrubicina
(quinonas/antraciclinas), também por este motivo seus efeitos foram
medidos frente as células T24. Pode-se sugerir que esta incursdo pode
representar a disponibilidade de um novo medicamento, ou molécula
protétipo, de acdo semelhante ou superior que, no futuro, poderia ser
selecionada uma vez que se trata de uma proposta mais sustentavel, uma
vez que muitas preocupagdes associadas com 0s quimioterapicos estao
associadas a sua elevada toxicidade. A demanda por estes produtos
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farmacéuticos continua a aumentar e, consequentemente a poluicdo
originada por eles pode se constituir numa ameaca ambiental
(KHETAN; COLLINS, 2007). E realmente pouco provavel que um
medicamento seja banido por ser muito tdxico ou ndo biodegradavel,
mas € importante o desenvolvimento de solugdes tecnoldgicas atrativas
e permitir os investigadores explora-las na tentativa de se alcangar um
futuro mais sustentavel. A missdo mais importante da inddstria
farmacéutica é a protecdo da salde, entdo € concebivel que este
segmento deva se preocupar com desenvolvimento autossustentavel
(KHETAN; COLLINS, 2007; CANNON; WARNER, 2011).

Como explicado na introducdo, a juglona primeiramente é
extraida de espécies do género Juglans sp. (AITHAL et al., 2009). Ja a
juglona comercial é obtida principalmente por oxidacdo do naftaleno
(WILBUR; SUBLETT, 1977). Como também ja explicado na secdo
materiais e métodos, um processo inovador sustentavel de fotoquimica
verde ja foi relatado, sendo aqui utilizado para sintese da juglona
(OELGEMOLLER et al., 2005). Neste processo, a reagdo cléassica de
oxidacdo feita como o emprego de cloreto de cobre e acetonitrila
(YAMASHITA et al., 2009) é substituida por foto-oxigenacdo com os
reagentes verdes luz solar e oxigénio atmosférico para render uma
juglona com menos residuos quimicos. O método de fotoquimica
significa reducdo em termos de custos e degradacdo da natureza,
enquanto apresenta um bom rendimento. Na possibilidade, na qual os
estudos finalmente justificarem o uso da juglona para o tratamento de
alguns tipos de cancer, as vantagens também irdo estar relacionadas aos
padrbes de degradacdo deste principio ativo.

A juglona é relativamente fotossensivel, devendo ser bem
protegida para sua utilizacdo farmacoldgica. Dados disponiveis ja
demonstraram que esta quinona, extensivamente estudada como uma
toxina de origem vegetal com atividade alelopatica de amplo espectro,
capaz de controlar o desenvolvimento de muitos organismos aquéticos,
possui tempo de meia vida relativamente curto em aguas salinas (t1/2 <
ou = 30h) e apresenta risco baixo de toxicidade residual associado a
liberacdo de &gua tratada com juglona (WRIGHT et al., 2007). Mais
além, dados de experimentos de recuperacao da juglona sugerem que ela
ndo pode persistir muito tempo no solo devido a presenca de alguns
microrganismos parcialmente responsaveis por sua degradacdo
(SCISCIOLO et al., 1990; CURRELI et al., 2004).
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4.2.1 Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade da juglona sobre as células T24 é apresentada
na figura 20 (A). As células tratadas com juglona exibiram uma
capacidade diminuida, de maneira dependente da concentracdo, para
reduzir o MTT. Ou seja, a juglona apresenta citotoxicidade dependente
da concentracdo sobre células T24 (Figura 20 A). Consequentemente, 0
valor de Clsg estimado para juglona ap6s 24 h de incubacéo foi 28,5 uM.
Por outro lado, um efeito citotoxico mais acentuado foi observado
guando as células foram tratadas com juglona em associacdo ao
ascorbato 1 mM (Figura 20 B). Sob as mesmas condicGes
experimentais, o valor de Clsy da juglona diminuiu para 6,3 uM, quando
ela foi administrada em associag¢do ao ascorbato 1 mM.

Figura 20 - Viabilidade celular de células T24 incubadas por 3, 6, 9, 12 ou 24h
com juglona em diferentes concentragfes (0 a 40 uM) (A) ou associada ao
ascorbato 1 mM (B). Resultados obtidos pela média de 3 experimentos
independentes.
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Fonte: Ensaios do MTT de citotoxicidade in vitro.

Ainda na figura 21, mais uma vez esta ilustrado o efeito
citotoxico da juglona 10 pM e ascorbato 1 mM administrados
separadamente ou em associagdo por 24 h sobre células T24. Neste
estudo, foi achado que a concentracdo de 1 mM de ascorbato, embora
seja elevada, ainda € in6cua para estas células, sob incubagdo de 24 h
(Figura 21). A partir dos dados da figura 21, torna-se claro que existe
potencializacdo em termos de citotoxicidade da juglona devido sua
associagdo com o ascorbato. A citotoxicidade da associagdo, as 24 h de
exposi¢do aos tratamentos, foi encontrada como sendo superior em
comparacdo ao efeito da juglona 10 puM ou ascorbato 1 mM,
administrados separadamente.
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Na figura 21, estdo apresentados também dados que
demonstram que a administracdo concomitante de antioxidantes, como
NAC ou CAT, sobre células tratadas por juglona 10 UM em associacio
ao ascorbato 1 mM resultou em protecdo celular, o que coloca em
evidencia o papel do estresse oxidativo relacionado & citotoxicidade da
juglona e ascorbato. Como ser& explicado nos proximos paragrafos, ja
existem algumas evidéncias que indicam que a inducdo a geracdo
aumentada de EROs intracelulares e o estresse oxidativo sdo esperados
para dar base mecanistica a citotoxicidade da juglona.

Figura 21 - A viabilidade de células T24 incubadas por 24 h com juglona 10
UM e ascorbato 1 mM, administrados separadamente ou em associacdo, e a
viabilidade das células quando o meio de cultura com juglona e ascorbato foi
suplementado com N-acetilcisteina (NAC) 3 mM ou catalase (CAT) 100 U/mL.
Resultados obtidos pela média de 3 experimentos independentes. * e ***
representam diferenca estatistica quando comparado ao controle negativo ou
tratamentos indicados, quando p < 0,05 e 0,001, respectivamente.
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Fonte: Ensaio do MTT de citotoxicidade in vitro.

Embora este trabalho tenha demonstrado pela primeira vez a
citotoxicidade in vitro da juglona sobre células T24, a citotoxicidade
desta quinona ja foi relatada sobre um painel representativo de células
tumorais humanas incluindo hepatoma HepG2 (BABICH; STERN,
1993), HL-60 (leucemia), MDA-MB-435 (melanoma), SF295
(glioblastoma), HCT-8 (adenocarcinoma ileocecal) (MONTENEGRO et
al., 2010), A2780 (carcinoma ovariano), HelLa (cervical uterino),
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SW1573 (tumor de pulmdo), T-47D (tumor no epitélio dos ductos de
mama) e WiDr (carcinoma de cdlon) (BONIFAZI et al.,2010).

Durante as Ultimas décadas, esforgos consideraveis tém sido feitos
no sentido de se entender o mecanismo adjacente da toxicidade de
compostos derivados de naftquinonas, como é o caso da juglona. Duas
caracteristicas principais sdo geralmente aceitas como criticas para a
citotoxicidade das mesmas: a) a capacidade de gerar EROS e b) a
eletrofilicidade apresentada por algumas naftogquinonas, que as capacita
a formar adutos junto a alguns constituintes celulares. Ollinger e
Brunmark (1991) avaliaram a eletrofilicidade da 1,4-naftoquinona e de
alguns derivados hidroxilados, tendo sido detectada baixa
eletrofilicidade para juglona. Uma vez que a juglona foi caracterizada
como sendo dotada de baixa eletrofilicidade, é de se esperar que seu
mecanismo de acdo citotoxica esteja mais associado & primeira situacdo
descrita pelos autores citados, ou seja, devido a uma capacidade de gerar
EROS, fato confirmado mais tarde por Aithal et al. (2009) que avaliou 0
efeito da juglona sobre células de melanoma B16F1.

A partir dos trabalhos de Ollinger e Brunmark (1991) e Aithal et
al. (2009), a citotoxicidade da juglona passou a ser associada
primariamente com sua capacidade de induzir estresse oxidativo celular.
Em geral, as células cancerosas, usualmente sdo deficitarias no que se
refere as defesas antioxidantes, assim devem ser preferivelmente
induzidas & morte, em detrimento das células normais. Por outro lado,
ainda no que se refere a citotoxicidade da juglona, ndo é possivel deixar
de mencionar que também ja apareceram estudos que demonstraram que
é justamente devido a toxicidade que a utilizacdo de juglona para
gualquer tratamento ird necessitar de cuidados, como deve ocorrer com
gualquer outro farmaco. Assim a juglona também pode apresentar riscos
toxicoldgicos importantes.

Seshadri et al. (2011) ja demonstraram que a juglona, a depender
da dose, pode atacar linfocitos do sangue periférico, a citotoxicidade da
mesma também ja foi observada sobre células normais como
queratindcitos HaCaT (INBARAJ; CHIGNELL, 2004), fibroblastos de
camundongos (BABICH; STERN, 1993) e hepatdcitos de rato (d’ARCY
DOHERTY et al., 1987; OLLINGER; BRUNMARK, 1991). A juglona
também pode causar degradacdo do P53 (PAULSEN; LJUNGMA,
2005). No desenvolvimento desta investigacdo, estes achados foram
motivo de consideracBes, mas de maneira alguma serviram para
desencorajar esta pesquisa. Primeiro porque notavelmente, em principio,
todas estas agBes também foram apresentadas por outros farmacos
quindides de sucesso terapéutico, como por exemplo, a doxorrubicina,
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que hoje ¢ utilizada na clinica para combater uma variedade de tumores
maior do que qualquer outro tipo de quimioterapico (WEISS, 1992;
MINOTTI et al., 2004). Também porque foi considerado, que mesmo
dadas as suas limitagbes, a juglona ainda apresenta um potencial
antitumoral a ser explorado. O entendimento acerca destes efeitos
colaterais, na verdade, instigou ainda mais o interesse pelo resultado da
associacdo da juglona e o ascorbato no tratamento do cancer, como sera
mais bem explicado a partir de agora até o final desta secéo.

A juglona empregada neste estudo tem a vantagem de ter sido
obtida por quimica verde. Mais além, a potencializacdo de seu efeito via
associagdo ao ascorbato representa uma forma de reduzir potencialmente
seus efeitos colaterais, lembrando que os resultados deste estudo
demonstraram que desta forma, uma citotoxicidade para célula tumoral
equivalente pode ser alcangada pelo uso da juglona em doses até 5 vezes
menores.

4.2.2 Tipo de morte celular induzida

Considerando as informagdes ja disponiveis na literatura,
guanto ao tipo de morte celular induzido pela juglona, o que se pode
perceber é que o resultado final do tratamento parece ser dependente da
linhagem celular exposta, que varia em termos de sensibilidade, e outros
fatores como concentracdo de farmaco e tempo de exposic¢éo. A juglona
induziu as seguintes células humanas a apoptose:

- Células de cancer gastrico SGC-7901 tratadas com juglona (5,10, 15 e
20 uM) por 24 h (Jl et al., 2011);

- Células de leucemia HL-60 tratadas com juglona (0,5 — 1,5 pg/mL, ou
~2,5- 8,5 UM) por 24 h (XU et al., 2010);

- Células de adenocarcinoma alveolar A549 tratadas com juglona (2,5 —
35 UM) por 24, 48 ¢ 72 h (ZOU et al., 2010).

Contudo, a inducéo a necrose foi observada quando a juglona (5
— 10 UM por 12 ou 24 h) foi utilizada no tratamento de células de
melanoma B16F1 (AITHAL et al., 2009).

No presente trabalho, o tratamento a base de juglona e juglona
em associacdo ao ascorbato 1 mM sobre células T24 foi examinado
avaliando-se dois marcadores de apoptose, a atividade das caspases € a
clivagem da proteina PARP, juntamente com a morfologia das células
tratadas.
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4.2.2.1 Atividade das caspases

Embora ja se tenha descrito algum mecanismo de apoptose
independente de caspases, no geral, se aceita que a atividade das
caspases € uma marca presente em células em processo apoptotico
(DEGTEREV; YUAN, 2008). Considerando a ativagao das caspases, 0S
resultados obtidos e apresentados na Tabela 2 foram o0s seguintes:
Células T24 tratadas somente com o veiculo inerte para o controle
negativo apresentaram valores de atividade das caspases equivalentes a
2 £ 1 U/mg, relativo a um nivel basal de atividade enzimatica. Por outro
lado, células tratadas com sanguinarina 5 UM (4 h), para o controle
positivo, apresentaram atividade de caspases aumentada, cujos valores
alcancaram 95 + 8 U/mg. Agora, considerando os tratamentos-teste, de
acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que tanto células
tratadas com juglona (0-10 uM) ou ascorbato 1 mM, administrados
separadamente ou associados, ndo apresentaram elevacdo da atividade
das caspases, sendo os valores encontrados resultantes de ambos os
tratamentos (6 ou 24 h) equivalentes a 2-3 U/mg, ndo havendo entéo
diferenca estatistica quando comparado aos valores do controle
negativo. Sendo assim, foi obtido um primeiro indicador sobre o tipo de
morte celular induzido pelo tratamento a base de juglona e ascorbato
sobre células T24, o qual ndo envolvia a atividade das caspases (Tabela
2).

Tabela 2 - Atividade das caspases (caspase 3, principalmente) em células T24
tratadas com juglona (0 - 10 pM) ou ascorbato 1 mM, administrados
separadamente ou associados por 6 e 24 h. Resultados expressos pela média do
resultado de 3 experimentos + desvio padrdo. (*) representa diferenca
estatistica, comparado ao controle negativo, quando p < 0,001.

| Tratamento6h | Tratamento 24 h
Células ndo-tratadas 1,0 £1,0 U/mg 2,0+1,0 U/mg
Juglona 10 pM 2,0+£1,0U/mg 2,0+£1,0U/mg
Juglona 10 uM + Ascorbato | 2,5+ 1,0 U/mg 3,0+1,0U/mg

1 mM
| Tratamento 4 h
Sanguinarina 5 pM | 95 + 8 U/mg***
Fonte: Ensaio espectrofluorimétrico.
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4.2.2.2 Clivagem da PARP

Realizados os devidos tratamentos (veja figura 22), a clivagem
da proteina PARP foi avaliada por imunoeletroforese (Western blot) e
seus resultados estdo apresentados na figura 22. A PARP, como
explicado na se¢do de introducdo, é uma enzima nuclear de reparo
abundante que é ativada por danos nas fitas do DNA. Ocorrido uma
quebra, a PARP liga-se rapidamente a fita acometida do DNA pelo seu
dominio ligante N-terminal e utiliza NAD" para sintetizar poli (ADP-
ribose) sobre uma variedade de proteinas nucleares envolvidas no
metabolismo e reparo do DNA, como por exemplo, DNA polimerases.
Sabe-se que a PARP é clivada pela atividade das caspases durante
apoptose (KIM et al., 2000). Considerados os resultados desta avaliacéo
(Figura 22), pode-se perceber que a clivagem da PARP de peso
molecular 116 kDa, correspondente a proteina integra, para um
fragmento clivado de cerca de 89 kDa s6 foi encontrada em células
tratadas com sanguinarina (5 uM por 4 h). A clivagem da PARP ndo foi
observada em células tratadas por juglona com ou sem ascorbato,
evidenciando mais uma vez, a inatividade das caspases durante o
processo de morte induzido por estes tratamentos (Figura 22).

Figura 22-Imunoeletroforese para detecgdo da clivagem da proteina PARP em
homogenato total de células T24 tratadas por 4 h com juglona (Jug) (1-10 pM)
e/ou ascorbato 1 mM (Asc). Sanguinaria (Sang) 5 pM foi utilizada como
controle positivo de ativacdo das caspases. llustragcBes representativas para o
resultado de 3 experimentos independentes. (***) denota diferenga estatistica

em comparacao ao controle negativo.

Gui wssdaie Jug pym Jug/Asc ovima)
k' 10 1§ 10

- e |: 116ka

$9kDa

PARP

BACting | e amp = == D anap e

AU
o

-

PARP clivada/ B actina
»

L R . Sanguinarina § pM
- 4+ - = - - 4 + + Ascorbato 1mM

e o o + = = + = o JuglonalpM

3 - 4+ - - + - JuglonaSpM
..... 4+ - = + Juglona10pM

Fonte: Ensaio de imunoeletroforese.
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4.2.2.3 Morfologia das células em processo de morte

Em uma instancia subsequente, ainda na busca por evidéncias
indicativas do tipo de morte celular induzido pela juglona e ascorbato, a
morfologia das células tratadas foi avaliada por microscopia e 0s
resultados deste estudo séo apresentados na figura 23.

Figura 23 - Morfologia das células T24 incubadas por 24 h com ascorbatol
mM ou juglona 10 uM separadamente ou associados. Aumento de 400x sob o
microscopio éptico.

L N = R N RS A B= z = - Sy
Ctrl. negativo Ascorbato ImM Juglona 10pM Jug 10pM + Asc ImM  Sanguinarina SpM

Fonte: Morfologia por microscopia.

As imagens das células tratadas somente com o ascorbato 1 mM
revelam uma morfologia ndo distinta daquela observada nas imagens do
controle negativo, evidenciando uma baixa citotoxicidade para o
ascorbato 1mM, mesmo ap6s 24 h de incubagdo. Mais uma vez, as
células foram tratadas com sanguinarina 5 UM (4 h), para o controle
positivo de apoptose, sendo que o resultado deste tratamento foram
células picnéticas, ou seja, células de tamanho diminuto, com forma
diferente daquela observada em células do controle negativo. Células
tratadas com juglona 10 uM por até 24 h exibiram morfologia diferente
guando comparada as células do controle negativo. O mesmo
acontecendo com a morfologia das células tratadas pela associacdo
juglona 10 uM e ascorbato 1 mM, além disto, estas células apresentaram
forma claramente distinta daquela observada nas células do controle
positivo. Os dados apresentados até aqui descartam o envolvimento de
um mecanismo putativo causador de morte celular dependente de
caspase induzido pela juglona e ascorbato sobre as células T24.
Portanto, a participacdo da apoptose no processo. Ao invés disto, eles
levam a sugerir um mecanismo de acdo provavelmente associado com a
necrose. Desta forma, estes resultados corroboram os achados de Aithal
et al. (2009), que demonstraram a necrose induzida pela juglona sobre
células de melanoma B16F1. Fila et al. (2008) observaram que 0
tratamento (3 h) a base de juglona sobre células CHO, feito sob uma
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faixa de concentracdo inferior a 10 pM induz a apoptose, ao passo que
concentragcBes mais altas podem iniciar necrose. As células CHO
conformam uma linhagem de células de ovario de hamster chinés
consideradas equivalentes eucaridticas de E. coli.

4.2.3 Participacdo do estresse oxidativo na citotoxicidade da juglona
e sua associa¢do com ascorbato

4.2.3.1 Geragdo de EROs aumentada

Os dados apresentados na figura 24 referem-se aos efeitos da
juglona ou sua associagdo com ascorbato sobre a geracdo de radicais
livres em células T24 tratadas.

Figura 24 - Contetdo celular de EROs em células T24 determinado apds 2 h de
incubacdo com os referidos produtos. Os dados ilustrados na figura séo
resultado da média de 3 experimentos independentes. * e *** representam
diferenga estatistica quando comparado ao controle negativo ou tratamentos
indicados, quando p < 0,05 e 0,001, respectivamente.
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Juglona 10 pM - + + +

Ascorbato 1mM  + - + + +
NAC 3 mM - - + -
CAT100 U/mL - - - - +

Fonte: Ensaio da diclorofluoresceina.

E possivel observar que a incubagdo das células (2 h) em meio
contendo somente ascorbato 1 mM ndo causou uma inducédo
significativa da geracdo de EROs. Por outro lado, o tratamento feito pelo
mesmo periodo de tempo com juglona 10 M induziu a um aumento na
geracdo de EROs, cujo contetdo foi encontrado diferente
estatisticamente quando comparado ao controle negativo, sendo
aumentado em até 2 vezes. Por outro lado, como esté ilustrado na figura



105

24, a adicdo de ascorbato 1 mM ao meio das células incubadas com
juglona 10 uM causou um aumento na geragdo de EROS de cerca de 4
vezes quando comparado ao conteldo de EROs presente nas células
tratadas somente com juglona. Ja a adicdo de antioxidantes como NAC
ou CAT restringiu de forma significativa esta hipergeracdo (Figura 24),
sugerindo fortemente o efeito pro-oxidante desta quinona. Aithal et al.
(2009) ja haviam demonstrado que o tratamento a base de juglona (1 h)
induziu a uma maior geracdo de EROs em células de melanoma B16F1,
de maneira concentracdo-dependente. De forma interessante, esta
investigacdo demonstrou, pela primeira vez, o efeito indutor da geragdo
de EROs ocorrendo de maneira sinérgica devido ao tratamento feito pela
associagdo juglona e o ascorbato.

4.2.3.2 Indugéo ao consumo de GSH

Como o objetivo de se confirmar a implicacdo de um estresse
oxidativo induzido na citotoxicidade da associacdo juglona e ascorbato,
0 contelido de GSH foi avaliado em células T24 incubadas por 3 h com
0s respectivos tratamentos descritos na figura 25.

Figura 25 - Contelido de GSH em células T24 ap6s 3 h de incubagdo com os
respectivos tratamentos. Os dados ilustrados na figura sdo resultado da média de
3 experimentos independentes. * e *** representam diferenca estatistica,
quando comparado ao controle negativo ou tratamentos indicados, quando p
<0,05 e 0,001, respectivamente.
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Juglona 10 pM - - +
Ascorbato 1 mM - + - + + +
NAC 3mM - - - - + -

CAT 100 U/mL - -
Fonte: Ensaio do DTNB.

Anteriormente, mais uma vez Aithal et al. (2009) ja haviam
relatado que o tratamento a base de juglona causa estresse oxidativo em
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células B16F1 em cultura, causando uma reducdo no contetdo de GSH
celular dependente da concentracdo. De acordo com os dados ilustrados
na figura 25, a incubacdo (3 h) de células T24 em meio contendo
somente ascorbato 1 mM ou juglona 10 uM néo foi suficiente para gerar
diferencas em termos de conteudo de GSH, quando comparado ao
controle negativo, em células T24. No entanto, de forma distinta, uma
diminuicéo significativa no conteldo de GSH foi observada quando as
células foram tratadas pela associacdo juglona e ascorbato, cerca de 65%
de redugdo em comparacdo aos niveis méedios encontrados no controle
negativo. Mais uma vez, a adigdo de agentes antioxidantes como NAC
ou CAT, concomitante a este tratamento, foi capaz de restringir seus
efeitos, resultando em preservacdo parcial do contetido de GSH (Figura
25).

4.2.4 Danos ao DNA causados pela juglona e sua associacdo com
ascorbato

A ocorréncia de fosforilacdo da histona tipo H2Ax na serina
139, nominalmente gama-H2Ax, tem sido amplamente utilizada como
um marcador sensivel de danos sobre o0 DNA na forma de quebras
duplas de sua fita. A gama-H2Ax é requerida por muitas proteinas de
resposta ao dano de DNA que atuam sobre a quebra dupla. Assim, a
gama-H2Ax tem sido considerada a principal proteina sinalizadora
envolvida na resposta ao dano sobre o DNA e desempenha papel
importante no seu reparo (YUAN et al., 2010).

Como ilustrado na figura 26, de acordo com a ocorréncia da
fosforilagdo da histona H2AX, o tratamento de células T24 com juglona
resultou em dano sobre 0 DNA, evento nitido a partir do momento em
que as células foram tratadas com juglona 20 uM por 4 h. O tratamento
feito da mesma maneira empregando apenas ascorbato 1 mM,
aparentemente ndo provocou alteracfes consideraveis em termos de
danos ao DNA celular. No entanto, a partir do momento em que 0
ascorbato 1 mM passou a ser administrado em associagdo com a
juglona, 5 UM de juglona foram claramente suficientes para causar um
dano no DNA equivalente aquele causado pela juglona pura 20 uM. Ou
seja, uma vez associada ao ascorbato 1 mM, o potencial da juglona para
causar danos sobre o DNA aumentou em no minimo 4 vezes (Figura
26).

A associacdo ascorbato e menadiona (1 mM : 10 pM) foi
utilizada para o tratamento do controle positivo, ela induz a fosforilagdo
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de H2Ax em células T24, assim como também observado em
homogenato de células K562 (BECK et al. 2009) e MCF-7 (DEJEANS
et al. 2010). A menadiona é uma naftoquinona, como a juglona,
quimicamente € a 2 metil 1,4-naftoquinona, sendo denominada vitamina
K sintética ou vitamina K3. Também ja foi observado que este composto
apresenta citotoxicidade sobre células de tumor de mama, estbmago,
pulméo, célon, nasofaringe, cérvice, figado, leucemia e alguns linfomas
(NUTTER et al., 1992).

Figura 26 - Fosforilagdo da histona 2A (¥-H2Ax) em homogenato de células
T24 total apos tratamento (4 h) com juglona 5-20 uM (Jug) ou ascorbato 1 mM
(Asc), administrados separadamente ou em associagdo. Figura ilustrativa do
resultado de 3 experimentos independentes. (***) denota diferenca estatistica
em comparagao ao controle negativo.
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= 4+ = = = = = = - Menadiona10pM
- 4 - - + - - - JuglomaSpM
- 4 - - 4+ - - Juglonal0pM

- 4+ - - + - Juglona20pM

Fonte: Ensaio de imunoeletroforese.

O potencial da juglona de induzir danos ao DNA de células
tumorais B16F1 ja havia sido detectado anteriormente por meio do
ensaio de cometa (AITHAL et al., 2009). Paulsen e Ljungman (2005)
também j& haviam demonstrado que, a depender da concentragdo, a
juglona pode induzir rapida fosforilacdo de H2Ax, causando a morte
celular de fibroblastos humanos. Portanto, tais relatos corroboram os
resultados obtidos na presente investigacdo, observados que estes
eventos foram agora detectados em células T24. De acordo com 0s
resultados da figura 26, a citotoxicidade sinérgica da juglona mais
ascorbato significa também um dano maior em nivel do DNA das
células T24.
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4.2.5 Fosforilagdo do fator de iniciacao eucariotico elF2 e estresse de
reticulo endoplasméatico

Assim como explicado na secdo de introducdo, quando as
células estdo sob uma condicdo de estresse oxidativo, 0 que neste caso
deve ocorrer devido ao tratamento com juglona e ascorbato, uma
resposta celular adaptativa é ativada incluindo uma série de processos
celulares bioguimicos, entre eles, processos que conduzem as células a
morte (DEJEANS et al., 2010). Um exemplo importante destes
processos é denominado estresse de reticulo endoplasmatico. Trata-se de
uma resposta adaptativa que, em principio, fisiologicamente é ativada
em resposta ao acumulo de proteinas mal dobradas nas células. Mas, o
estresse de reticulo endoplasmatico também pode ser induzido por uma
série de outros fatores. Este estresse de reticulo pode ser considerado
uma parte do sistema celular de “controle de qualidade” que garante, por
exemplo, o transito correto de proteinas para o complexo de Golgi
(ZHANG; KAUFMAN, 2006). O papel principal do estresse de reticulo
endoplasmatico é favorecer a sobrevivéncia das células por meio do
aumento da capacidade para dobrar proteinas ou, facilitando a
exportacdo de proteinas mal dobradas para o citosol, onde deve ocorrer
sua degradacdo subsequente (degradacdo associada ao estresse de
reticulo) (ZHANG; KAUFMAN, 2006). Este fenémeno requer um
complexo processo regulatdrio, conhecido por resposta a proteinas mal
dobradas que regula a transcricdo e a tradug¢do de um grande nimero de
genes (SHRODER, KAUFMAN, 2005). O mais importante neste caso é
que, a depender do contexto, o estresse de reticulo endoplasmatico pode
finalmente induzir a morte celular, provavelmente quando a resposta
inicial de sobrevivéncia ndo pode compensar as modifica¢cdes sobre as
proteinas sujeitas a um estimulo lesivo (ZHANG; KAUFMAN, 2006).

A deteccdo da fosforilagdo do fator iniciador eucariético elF2
em sua subunidade alfa (p-eIF2a) tem sido utilizada como marcador da
ativacdo do estresse de reticulo endoplasmatico (DEJEANS et al., 2010).
O elF2 é um fator requerido no inicio da traducdo na sintese de
proteinas. O elF2 é um heterotrimero de polipeptideos que consiste de
uma subunidade o (ou 1), uma B (2) e uma gama (3). A atividade do
elF2 é regulada por um mecanismo que envolve o intercambio de
nucleotideos de guanina e a fosforilagdo. A fosforilagdo de elF2 ocorre
em sua subunidade a que é alvo de uma série de serina-cinases que
fosforilam a serina 51. Estas cinases atuam como resultado de estresse
como: privacdo de aminoacidos, estresse oxidativo, estresse de reticulo
endoplasmatico, presenca de RNA de fita dupla ou deficiéncia de heme.
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Uma vez fosforilado, elF2 ndo podera mais retornar ao seu estado ativo
ligado a GTP e; consequentemente, a traducdo de proteinas ¢é
interrompida e as células deverdo morrer (HERSHEY, 1989;
KIMBALL, 1999).

Figura 27 - Fosforilacdo do fator de iniciacdo eucari6tico elF2 em sua
subunidade o (p-elF20) em homogenato de células T24 total apos
tratamento (4 h) com juglona 5 - 20 uM (Jug) ou ascorbato 1 mM (Asc),
administrados separadamente ou em associacdo. Sanguinarina 5 pM
(Sang) foi utilizado para o tratamento do controle positivo. llustragdo
representativa do resultado de 3 experimentos independentes.
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Fonte: Ensaio de imunoeletroforese.

Na busca por caracteristicas adicionais acerca da toxicidade da
associagdo de juglona e ascorbato, a fosforilagdo de eIF2a foi avaliada
em células T24 tratadas respectivamente, como explicado na figura 27,
onde também sdo apresentados os resultados deste estudo. Avaliando
estes resultados, € possivel afirmar primeiro que em células tratadas
somente com ascorbato 1 mM, os niveis de p-elF2a ndo foram
diferentes daqueles observado em células tratadas para o controle
negativo. Aparentemente, de acordo com os resultados da figura 27, o
tratamento com juglona e, de maneira mais evidente, o tratamento
realizado com a associa¢do juglona mais ascorbato (a partir de 10 uM),
ambos foram capazes de induzir a fosforilagdo de elF2a. Com estes
resultados é tentador especular que o estresse oxidativo causado pela
juglona mais ascorbato sobre células T24, via dano ao DNA e uma
possivel indugdo de um estado de senescéncia celular, marcada por
danos oxidativos sobre proteinas, possa levar a um acimulo de proteinas
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mal dobradas e ativacdo de estresse de reticulo endoplasmatico, tudo
isto ocorrendo em uma via induzida verso & morte das células tratadas.
Reforgando esta hipotese, existem dados da literatura como aqueles
publicados por Dejeans et al. (2010) que demonstram, por exemplo, que
o tratamento de células MCF-7 com a associacdo de menadiona, outra
naftoquinona redox ativa, mais ascorbato provocou a morte das células
devido a um estresse oxidativo induzido que leva a liberagdo de calcio
do reticulo endoplasmatico que potencializa o estresse deste reticulo nas
células.

4.2.6 Inibicdo da proliferacdo

Os resultados apresentados a seguir dizem respeito aos dados
obtidos a partir da avaliacdo do efeito antiproliferativo pelo ensaio de
formacéo de col6nias de células T24, novamente tratadas com ascorbato
de sédio ou juglona, administrados separadamente ou em associacéo.

A atividade de uma variedade de agentes antitumorais da-se
gracas ao potencial para inibir a proliferacdo celular. Estes agentes
podem, por exemplo, apresentar um potencial alquilante, induzir a
formagdo de aductos e ligagGes cruzadas no DNA de células, cuja
maquinaria enzimatica acaba tornando-se incapaz de duplicd-lo (WANG
et al., 2005). Um estado de morte celular clonogénica pode ser induzido,
ou seja, um estado em que as células podem ainda apresentar algumas
caracteristicas de células viaveis, no entanto, elas perderam a capacidade
de divisdo, ou seja, um estado de faléncia reprodutiva (MARSDEN et
al., 2006). Outros agentes podem, por exemplo, interagir com receptores
da membrana plasmatica, atuar como antagonistas, blogueadores de
receptores de fatores de crescimento, podendo interferir com a
transducdo de sinal mitogénica. Obviamente, a citotoxicidade de alguns
agentes também pode inibir diretamente a proliferacdo celular
(GRUNICKE; HOFMANN, 1992).

Neste momento, a citotoxicidade do tratamento a base da
associagdo juglona mais ascorbato ja havia sido constatada por ensaios
anteriores sob um determinado esquema de tratamento. Para fazer algum
avanco, 0 objetivo a partir desta fase da investigacdo voltou-se para a
verificagdo de um potencial efeito antiproliferativo da associacéo,
independente de sua citotoxicidade. Por isso, somente os resultados
obtidos a partir de tratamentos realizados com baixas concentrac@es de
farmacos, em esquemas comprovadamente subletais, de acordo com os
resultados prévios do ensaio de MTT, foram considerados adequados.
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Assim, a juglona foi administrada sob uma faixa de concentracéo de 1-5
MM e o ascorbato de sédio 1 mM e incubados por no maximo 2 h.

Os resultados apresentados na figura 28 demonstram
primeiramente que células T24 tratadas somente com juglona
apresentaram proliferacdo reduzida de maneira dependente da
concentracgdo. Estes tratamentos levaram a diminuicdo na contagem das
unidades formadoras de col6nia (UFCs), de maneira correspondente ao
aumento da concentracdo de juglona, quando comparado ao controle
negativo. Aithal et al. (2009), fazendo uso deste mesmo ensaio, ja
haviam relatado que a juglona apresentou efeito antiproliferativo in vitro
sobre células de melanoma B16F1.

Figura 28 - Efeito antiproliferativo em células T24 determinado aos 10 dias
apés um tratamento realizado por 2 h a base de juglona (1 - 5 uM) e de
associacdo juglona mais ascorbato 1 mM. Também, a recuperacdo da
proliferacdo devido a adi¢do de N-acetilcisteina 3 mM (NAC) ou catalase 100
U/mL (CAT). A ilustracdo e o gréfico correspondente representam os resultados
médios de 3 experimentos independentes. (**) e (***) representam diferenga
estatistica quando comparado ao controle negativo ou tratamentos indicados,
quando p < 0,01 e 0,001, respectivamente.
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Fonte: Ensaio de formagao de col6nias.

Observando ainda a figura 28, pode-se notar que o tratamento
feito somente com ascorbato 1 mM ndo foi capaz de comprometer a
capacidade das células T24 para proliferar, dado que a contagem de
UFCs em pocos de células tratadas somente com ascorbato 1 mM nao
foi diferente estatisticamente da contagem de UFCs registrada nos pogos
do controle negativo. Por outro lado, a partir da ilustracdo da figura 28,
fica facil perceber que a associacdo de ascorbato com juglona, mesmo
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em doses baixas como 1 uM, induziu as células T24 a um estado de
morte clonogénica, havendo entdo forte potencializacdo do efeito
antiproliferativo de juglona por parte do ascorbato. De forma
interessante, pode-se finalmente perceber na figura 28, que a
administracdo de NAC ou CAT, concomitante aos tratamentos feitos
com a associacdo juglona mais ascorbato, também causou uma
recuperacdo parcial da capacidade proliferativa. Isto evidencia que a
indugdo ao comprometimento celular redox, ou seja, ao estresse
oxidativo, por parte da associa¢do juglona e ascorbato desempenha
também um papel importante em termos de efeito antiproliferativo
(Figura 28).

4.2.7 Inibicdo da motilidade celular

Estudos tém demonstrado que o movimento de células tumorais
para os arredores do tumor (invasdo), junto com a angiogénese, sdo 0s
primeiros passos para a disseminacdo do cancer metastatico (SAHAI,
2005). No entanto, sabe-se que existe uma janela de tempo no periodo
de transicdo que decorre de um estado celular hiperproliferativo para a
aquisicdo da capacidade de invasdo e metastase. Assim, terapéuticas
antimetastaticas inovadoras, ndo citotéxicas em principio, tém sido
consideradas especialmente apropriadas para a administracdo durante
este intervalo. As investigacdes das bases moleculares da invasdo tém
descoberto estratégias capazes de retardar a progressdo dos carcinomas
em estagio pré-invasivo e permitir o tratamento dos tumores primarios e
de metéastases ja estabelecidas.

Embora, também ja se saiba que a taxa de invasdo das células de
um tumor ndo necessariamente determina o crescimento das metéastases,
0s agentes anti-invasivos podem, por exemplo, bloquear a angiogénese
tumoral e, portanto, podem indiretamente restringir o surgimento de
novas metastases. Duas classes de alvos moleculares existem para estes
agentes: a) a superficie celular e as proteinas extracelulares que
medeiam o0 sensoriamento, adesao e protedlise e b) as vias de transducdo
de sinal que regulam a invasdo, angiogénese e proliferacdo das células
tumorais. Ambas as categorias de alvos tém rendido abordagens
terapéuticas que estdo agora sendo testadas na clinica médica (KOHN;
LIOTTA, 1995). O bloqueio da invasdo, da angiogénese ou das vias de
comunicacao celular parece gerar mais um efeito citostatico, ao invés de
um efeito citotdxico.
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Pode-se considerar que a terapia citostatica (antiproliferativa)
constitui um paradigma alternativo de traducdo clinica que poderia
complementar a convencional terapia citotdxica. Para aqueles pacientes
recentemente  diagnosticados com tumores solidos, a terapia
antiproliferativa poderia potencialmente criar um estado de “dorméncia”
da metastizacdo ou retardar o tempo de sua reincidéncia, apés a
remissdo induzida por um agente citotdxico. Os estudos de fase | sobre a
toxicidade e a farmacologia dos agentes citostaticos de uso oral,
inclusive sob um contexto adjuvante, deverdo providenciar as bases para
a traducdo desta abordagem em termos de terapéutica clinica para os
carcinomas diagnosticados em estagio pré-invasivo (KOHN; LIOTTA,
1995; FRIEDL; ALEXANDER, 2011).

Figura 29 - Inibicdo da motilidade de células T24 por ascorbato de sédio 1
mM, juglona 2,5 UM e associacdo juglona 2,5 pM + ascorbato de sédio 1 mM.
Fotos representativas dos resultados do ensaio de migracdo, repetido 3x de
forma independente. Imagens capturadas no tempo inicial 0 h, depois as 12 h,
16 h e 20 h. Aumento de 400 x.

Oh 12h 16 h 20h

Controle |

Ascorbato
ImM 2
Fonte: Ensaio de migracéo.

Recentemente, um estudo ja demonstrou que algumas quinonas,
como a menadiona, podem inibir a motilidade de células tumorais
(DELWAR et al., 2012). Mas, no presente trabalho é demonstrado pela
primeira vez este efeito da juglona e de sua associagdo ao ascorbato em
células T24, através de um ensaio de migracdo celular. O ensaio de
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migracao representa uma abordagem inicial de avaliagdo da motilidade
de células invasivas. No entanto, a progressao dos tumores e metastases
sdo processos de mudltiplos passos, que além da migracdo celular,
envolve a ativacdo de varios receptores de membrana e protedlise
celular elevada nas vizinhangas nas matrizes extracelulares (SID et al.,
2006). Assim, a avaliacdo do potencial antimigratorio é considerada
preliminar, uma vez que somente é avaliada a inibicdo da motilidade das
células, deixando de serem medidos os efeitos em termos de protedlise,
0 que pode ser feito com o emprego de ensaios mais sofisticados que
incluem, por exemplo, matrizes sintéticas. No entanto, o estudo da
migragdo celular, ou seja, 0 movimento de células de uma &rea para a
outra que normalmente ocorre em resposta a um sinal quimico, é
fundamental para entender processos como 0 de cicatrizagdo,
diferenciacéo celular, desenvolvimento embrionéario e desenvolvimento
de metéstases (ENTSCHLADEN et al., 2004).

A figura 29 ilustra os resultados obtidos nesta investigagédo pelo
ensaio de migracdo. Como explicado na secdo Materiais e Métodos,
pode-se dizer que o marco inicial desse ensaio foi a retirada do inserto
de separagdo das duas populagdes celulares, no momento dado como
tempo zero (0 h), quando também o meio de cultura foi substituido por
outro contendo os respectivos agentes de tratamento. O primeiro aspecto
que deve ser observado na figura 29 refere-se ao padréo de migracgao das
células do controle. A migracdo das células T24 ndo tratadas com
agentes ativos foi detectavel a partir das 12 h apo6s iniciado o ensaio. A
partir dai, imagens foram capturadas a cada 4 h, sendo possivel perceber
uma migracao persistente que evoluiu para o total fechamento do espaco
intercelular ocorrido as 20 h. Em células tratadas somente com
ascorbato 1 mM, um padrdo de migracdo ndo distinto das condic¢bes do
controle foi observado, revelando que o tratamento com ascorbato nesta
concentracdo foi in6cuo sobre a migracdo destas células. Um restricdo
parcial da motilidade celular foi registrada no tratamento feito somente
com juglona (2,5 uM), tendo ocorrido entre as 12 e 20 h. No entanto, as
células T24 perderam notavelmente motilidade quando tratadas com a
associagdo juglona (2,5 pM) e ascorbato 1 mM, apresentando
velocidade de migracdo reduzida em comparagdo ao controle (Figura
29).

Os resultados relativos aos tratamentos a base de juglona e de sua
associacdo ao ascorbato apresentados até aqui foram recentemente
publicados no periédico Biochemical and Biophysical Research
Communications, volume 421, péginas 268 a 273 (2012), sob o titulo
Inhibition of cell proliferation and migration by oxidative stress from
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ascorbate-driven juglone redox cycling in human bladder-derived T24
cells. DOI: 10.1016/j.bbrc.2012.03.150 (Anexo B).

4.2.8 Associacdo de juglona e ascorbato com doxorrubicina e
cisplatina

Como ja explicado anteriormente, o tratamento convencional
preconizado atualmente para o cancer de células transicionais de bexiga
é feito a base de doxorrubicina e seus derivados e/ou cisplatina de
acordo com o National Cancer Institute (2011). Somente para uma
andlise preliminar e inédita, a partir do ensaio do MTT, foi testado se a
associacdo de juglona e/ou ascorbato pode potencializar a citotoxicidade
da doxorrubicina e da cisplatina.

No caso do ascorbato, por exemplo, esta abordagem vem sendo
testada, fazendo-se a associacdo de altas doses de ascorbato, por via
parenteral quando in vivo, junto com a administracdo de alguns dos
principais quimioterapicos utilizados no tratamento de varios tipos de
cancer. Espey et al. (2011) ja demonstraram que é possivel alcancar
efeitos citotoxicos sinérgicos com a administracdo de gemcitabine e
ascorbato no tratamento de cancer pancreético in vitro e em modelo de
camundongos nus. Estes dados tém providenciado uma base para a
investigacdo do uso farmacoldgico do ascorbato como um adjuvante na
guimioterapia do cancer convencional (DU; CULLEN; BUETTNER,
2012).

Como ja explicado anteriormente, a doxorrubicina é um agente
quimioterapico da classe das antraciclinas derivada do tetraceno (Figura
8 D). Este farmaco € muito eficaz como antitumoral, e chega a ser
considerado ativo contra uma variedade de tumores maior do que
qualquer outro quimioterdpico (MINOTTI et al., 2004). No entanto, os
resultados confirmados referentes a associacdo de juglona e/ou
ascorbato com doxorrubicina ndo foram considerados promissores, de
maneira que estes dados ndo sdo apresentados aqui. O que se pode
afirmar como resultado € que os achados desta incurséo levam a afirmar
qgue a citotoxicidade in vitro da doxorrubicina ndo foi alterada via
associacdo, seja com o ascorbato 1 mM ou com a juglona, sendo a
doxorrubicina administrada em Clsy (4 pM) ou Cly (1,6 pM) sobre
células T24 em uma exposicéo de 24 h.

A cisplatina € um quimioterdpico derivado da platina
PtCIy(NHj3), também utilizado no tratamento de muitos tipos de tumor
(DJORDJEVITZ, 1995). Os resultados do tratamento das células T24
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com juglona e/ou ascorbato mais cisplatina apresentaram resultados
diferentes que sdo apresentados na figura 30. Primeiramente, para fins
desta avaliacdo, a Clsg e Clyo da cisplatina sobre células T24, expostas
por 24 h, foram determinadas, sendo respectivamente 50 e 20 puM.
Resultados promissores que demonstram que a citotoxicidade da
cisplatina é aumentada via associacdo com juglona e ascorbato foram
obtidos com a administracdo de cisplatina (20 pM), juglona 5uM e
ascorbato, novamente em excesso, 1 mM (Figura 30). Avaliando esta
figura pode-se perceber que a cisplatina administrada em 20 uM por 24
h causou uma reducdo de cerca de 20% da viabilidade celular em
comparagdo ao controle negativo, como era de se esperar. Por outro
lado, o tratamento realizado com ascorbato 1 mM e juglona 5 pM sé
gerou alguma reducdo quando estas substancias foram administradas em
associagdo

Figura 30 — Viabilidade de células T24 tratadas com juglona 5 uM, ascorbato 1
mM ou cisplatina 20 puM, administradas separadamente ou em associacdo por
24 h. Os resultados sdo apresentados pela média obtida a partir de 3
experimentos realizados independentemente + desvio padrdo. (**) representa
diferenga estatistica significativa comparada aos tratamentos feitos somente
com cisplatina ou juglona e ascorbato mais cisplatina.
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Fonte: Ensaio de MTT

Células T24 apresentaram uma viabilidade reduzida em cerca
de 40% em comparacdo ao controle negativo, quando foram tratadas
com juglona e ascorbato mais cisplatina, o que evidencia, mais uma vez,
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um efeito sinérgico para a associa¢do, uma vez que este efeito & maior
gue a soma dos efeitos dos tratamentos feitos a base das substancias
administradas separadamente (Figura 30). Estes resultados foram dados
como promissores, uma vez que o0 tratamento realizado com a
associacdo das trés substancias, se comparado com o tratamento
realizado somente com cisplatina, significou dobrar o efeito do
quimioterapico convencional (cisplatina) (Figura 30).

4.3 Considerag0es finais

Para finalizar, cabe mais uma vez ressaltar as contribui¢es
desta investigacdo, onde um esforco consideravel foi dedicado para
elucidar novas moléculas prototipos, abordagens terapéuticas
particulares, em uma tarefa interdisciplinar apoiada por parceiras
fundamentais com o objetivo de avancar no que se refere ao tratamento
do céncer. Na primeira fase deste trabalho, a partir de ensaios de
atividade bioldgica e fitoquimica foi possivel confirmar que a espécie
vegetal B. pilosa possui constituintes poliacetilénicos citotoxicos que
possuem afinidade com o CO, e sdo extraidos com eficiéncia por
extracdo com fluido supercritico. A citotoxicidade deste extrato e sua
atividade antitumoral in vivo sdo superiores quando comparado aquelas
do extrato obtido por maceracdo hidroetandlica e esta relacionada a
inducdo de danos em nivel do DNA. Na segunda fase deste trabalho,
foram exploradas potencialidades antitumorais da juglona obtida por
guimica verde, quando foi possivel obter achados reforcando varias
evidéncias ja existentes e, além disso, 0 mais importante, foi possivel
demonstrar que a associagdo de juglona ao ascorbato é favoravel em
termos de efeito antitumoral. Desta forma, surgiram evidéncias de que a
juglona assim pode ser empregada em doses menores, com vantagens
adicionais relacionadas a efeitos antiproliferativo e inibidores da
motilidade de células tumorais. A associacdo ainda pode potencializar o
efeito citotoxico da cisplatina. Com base nestes achados, a seguir séo
apresentadas as conclusdes deste trabalho.

5. CONCLUSAO
Finalmente, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a

atividade antitumoral de extratos de B. pilosa e da associacédo juglona e
ascorbato de sédio. De forma geral, o resultado desta incursdo permite
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concluir primeiro que a extracdo supercritica é uma alternativa para a
obtencdo de um extrato de B. pilosa rico em poliacetilenos citotoxicos
com atividade antitumoral superior em comparagdo ao extrato obtido
por maceracao hidroetandlica e que esta atividade deve estar associada a
danos diretos ao DNA. Por outro lado, os resultados obtidos permitem
concluir que o ascorbato potencializa a citotoxicidade, o efeito
antiproliferativo e inibidor da motilidade de células T24 in vitro da
juglona, que assim pode ser administrada em concentragfes inferiores.
Esta associacdo merece ser mais bem avaliada in vivo, pois poderia
servir para reduzir alguns dos efeitos colaterais das quinonas ja relatados
na literatura.

No geral, a partir dos resultados obtidos, é possivel concluir
que:

- Os extratos hidroetandlico e supercritico de B. pilosa apresentam
citotoxicidade in vitro, a depender da concentracdo e do tempo de
exposi¢do, sobre células MCF-7.

-A citotoxicidade para MCF-7 pode ser relacionada a um potencial
indutor de dano sobre 0 DNA causado pelos extratos hidroetanoélico e
supercritico de B. pilosa;

- A tecnologia de extragdo com fluido supercritico rendeu um extrato de
B. pilosa que, de acordo com ensaios in vitro, apresenta toxicidade
superior sobre células MCF-7 e DNA plasmidial, quando comparado a
toxicidade do extrato obtido por maceracao hidroetandlica;

- Os constituintes majoritarios do extrato de B. pilosa obtido por
tecnologia supercritica apresentaram um espectro com bandas
consideradas tipicas de poliacetilenos podendo-se sugerir que esta classe
de compostos esteja envolvida na atividade citotoxica e antitumoral do
extrato supercritico

- O extrato supercritico apresentou maior potentencial antitumoral no
modelo experimental com camundongos Balb-c portadores do tumor
ascitico de Ehrlich que o extrato hidroetandlico;

- A juglona apresenta importante citotoxicidade para células T24, a
depender da concentracdo e do tempo de exposicao,;
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- A citotoxicidade da juglona esta relacionada ao seu potencial indutor
de estresse oxidativo celular, dano aoc DNA e inducdo de estresse de
reticulo endoplasmatico;

- A juglona quando administrada em associacdo ao ascorbato, sobre
células T24, apresenta efeito sinérgico em termos de citotoxicidade in
vitro, uma vez que o efeito da associacdo é superior em comparagdo ao
efeito de ambos os produtos administrados separadamente.

- O tipo principal de morte celular induzida pela juglona e sua
associagdo possivelmente é a necrose;

- A juglona apresentou efeito antiproliferativo e inibiu a motilidade de
células T24. Estes efeitos foram fortemente potencializados quando a
juglona foi administrada em associagdo com ascorbato.

- A citotoxicidade da cisplatina sobre células T24 pode ser
potencializada via associacdo com juglona e ascorbato.

6. PERSPECTIVAS

A eficacia dos extratos supercriticos de B. pilosa continua a ser
avaliada no LABIOEX como parte de projetos de outros alunos de pés-
graduacdo que estdo testando variagBes no método de extracdo, como
condicdes de pressdo e temperatura, na tentativa de obter uma condicéo
otimizada de extracdo de poliacetilenos citotoxicos.

Como parte do projeto de pds-doutorado de Maicon R.
Kviecinski, a atividade antitumoral e angioinibitéria da juglona e
menadiona in vivo deverdo ser estudadas, avaliando riscos e beneficios,
sobretudo em nivel cardiovascular. Devera também ser avaliado o
resultado destes tratamentos associados a doses farmacolégicas de
ascorbato como uma estratégia para melhorar a eficicia e a seguranca
dos principios ativos, usando a doxorrubicina como elemento de
comparacdo.

Ultimamente, uma aten¢do tem sido dada sobre a interferéncia
do tratamento & base de juglona e/ou ascorbato sobre a expressdo de
genes e a ativagdo de intermedidrios das vias de sinalizagdo das cinases
ativadas por mitogénio, fosfoinusitol 3 cinase-Akt-mTOR e JAK-STAT.
Alguns resultados preliminares ja foram obtidos, precisando ainda de
confirmacéo. Pode-se adiantar que aparentemente a via das MAPKs ndo
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é afetada pelo tratamento com juglona e/ou ascorbato, pelo menos em
células T24. Entretanto, os resultados relacionados a via JAK-STAT séo
inconclusivos, havendo a necessidade ainda de aperfeigoar o
fracionamento dos constituintes celulares para uma determinacgdo
efetiva. A novidade é que aparentemente a via da PI3K-Akt-mTOR
parece ser ativada em células T24. Se isto for confirmado, em se
tratando de uma via, em principio de sobrevivéncia, este processo
podera significar de alerta para a correta administracdo de juglona e
ascorbato em doses efetivas. Ja se sabe, por exemplo, que concentracbes
subletais de cisplatina podem levar células de cancer de ovario a
resisténcia, devido justamente a ativacio desta importante via (PENG et
al., 2010). Portanto, considera-se que estudos sobre a resisténcia celular
induzida devido a uma eventual terapia com juglona devem ainda ser
realizados.
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ANEXO A — primeira pagina do artigo publicado no periédico The
Journal of Supercritical Fluids, volume 56, paginas 243 a 248 (2011),
sob o titulo SFE from Bidens pilosa Linné to obtain extracts rich in
cytotoxic polyacetylenes with antitumor activity. DOI:
10.1016/j.supflu.2010.12.011
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Since theandent times, the plants have besn usad formedicnal
purpmsas. The plant kingdom 15 Indezd responsible for he largest
share of chemical diversity known and recorded in the lilerabure
|11 Actually, chemical and pharmacological shudies imalving Iso-
laisd compounds and other plant Z2rivad ones, they have appeared
In the scinbific szt for therapeutic activitles despite the high ooats
of the reszarches and [he synihelic drug development (2] Pidens
pla=z Linng {Asterareae} s 2 medicinal plant with 2 wide ooour-
rence in the iropi@l regions. 1L has 2 long history of popular use by
Amazonian indians, Caribbean, Cuban #olks and Chinese medicne
Tor several reasons Including the breatment of bumors, malana and
liver diseases. The hydmethanod cude exiract and particularly iks
«chlorofomm Fraclion already demonstrabed o inhibit the Ehrlich
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asoibas carrinoma in wvira and in mice |3- 5. Previous studies have
rewealad that the plant presents a broad phylochemical const-
Eulinn with Litle penuliarities acoording o the place where IE s
harvesiad The ma jor compounds already kdenbified are favonoids
and polyacetylenes |51

Taking B. pllesz as a podendial source for 2 mowel useful drg
bo treal cancer, 2 speclal Inlerest arcse for ibs polyacetylenic
compounds. The polyacelylenss oomprise a relabive rare olass of
long chain acetylene-derived compounds. are oftan unsiabis
hydrocarbone that strongly absorb long-wave I radiztion; their
actiwiti=s may ke albered upon exposure bo lighty photnactivalion].
Considering acetylenss are ofien very reactive gases, i 15 imler-
esling ba realize how polyacetylenss may be sufficiently stable tn
be extraded, lsolited and characierized thmough phytochemical
standard bechmiques. Actually, nowadays more than 1000 paly-
acetylenes are now known as plant products [7 8] They mntain
unique Grban-crton lriple bond functionality, which ks bmrige-
Ing for theiraide variety of activilies and soonoms: polential Mot
palyacelylenss are poisonous and they have been considersd phy-
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ANEXO B - primeira pagina do artigo publicado no periddico
Biochemical and Biophysical Research Communications, volume 421,
paginas 268 a 273 (2012), sob o titulo Inhibition of cell proliferation
and migration by oxidative stress from ascorbate-driven juglone redox
cycling in human bladder-derived T24 cells. DOI:
10.1016/j.bbrc.2012.03.150
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