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RESUMO

O cancer ¢ o principal problema de satide publica no mundo, estando entre as quatro
principais causas de morte prematura na maioria dos paises. Assim como na medicina humana,
na veterinaria ele ¢ responsdvel por uma alta taxa de mortalidade. O tratamento com os
quimioterapicos atuais pode causar muitos efeitos adversos como transtornos neurologicos,
mielosupressdo entre outros. Além disso, hda um aumento progressivo de neoplasias que
desenvolvem altas taxas de agressividade e resposta variavel aos quimioterapicos, inclusive
resisténcia. A descoberta de farmacos a partir de plantas medicinais tem desempenhado
importante fun¢do no tratamento do cancer. A Araucaria angustifolia (Bert. O Kuntze) ¢
encontrada principalmente no Sul do Brasil e tem um notével histdrico terapéutico na medicina
popular, tendo também grande importancia socioecondmica e ambiental. Este estudo objetiva
avaliar o potencial antitumoral de extratos de bracteas e sementes da araucaria. Para isto, foi
analisada a viabilidade celular nas células tumorais bem como o mecanismo de morte
envolvido. A citotoxicidade foi avaliada em linhagens celulares tumorais de mama e uma
linhagem ndo tumoral como modelo preliminar de toxicidade. Os testes foram realizados com
extratos das bracteas e semente. Calculou-se a concentragdo citotoxica para 50% das células
(CC50) e o indice de seletividade (IS) para todos os extratos. O extrato de bractea BHA70 foi
capaz de induzir citoxicidade de maneira dose-dependente na linhagem tumoral e mostrou
potencial efeito citotoxico seletivo. Os resultados da avaliagdo do tipo de morte celular
demonstraram predominancia de caracteristicas de apoptose induzida pelo extrato. O extrato
também inibiu a migracao celular em 24 e 48h de tratamento, e teve um efeito antiproliferativo.
Evidenciou-se uma atuagao do extrato na indu¢ao do estresse oxidativo através da redugao na
atividade das enzimas glutationa peroxidase, glutationa s-transferase, glutationa redutase e
catalase. Na avaliacdo da geracdo de ROs o extrato BHA70 induziu a formacao de EROs, sendo
quase 4 vezes superior ao grupo controle. Na avaliagdo da expressdao génica houve reducao na
expressao dos genes antiapoptoticos BCL2 e BCLXL e aumento na expressao do gene pro-
apoptotico BAX, sugerindo uma atuacdo da via intrinseca da apoptose. Os resultados
apresentados sugerem que o extrato das bracteas de Araucaria é promissor para a continuidade

das investigacdes de novos farmacos antitumorais.

Palavras-chave: antitumoral, cancer, extrato vegetal, Araucaria angustifolia.



ABSTRACT

Cancer is the main public health problem in the world, being among the four main causes of
premature death in most countries. As in human medicine, in veterinary medicine it is
responsible for a high mortality rate. Treatment with current chemotherapy drugs can cause
many adverse effects such as neurological disorders, myelosuppression, among others. In
addition, there is a progressive increase in neoplasms that develop high rates of aggressiveness
and variable response to chemotherapy, including resistance. The discovery of drugs from
medicinal plants has played an important role in the treatment of cancer. Araucaria angustifolia
(Bert. o Kuntze) is found mainly in southern Brazil and has a notable therapeutic history in folk
medicine, also having great socioeconomic and environmental importance. This study aims to
evaluate the antitumor potential of araucaria bract and seed extracts. For this, cell viability in
tumor cells was analyzed as well as the mechanism of death involved. Cytotoxicity was
evaluated in breast tumor cell lines and a non-tumor cell line as a preliminary model of toxicity.
The tests were performed with bract and seed extracts. The cytotoxic concentration for 50% of
the cells (CC50) and the selectivity index (SI) were calculated for all extracts. The bract extract
BHA70 was able to induce dose-dependent cytotoxicity in the tumor cell lineage and showed
potential selective cytotoxic effect. The results of the evaluation of the type of cell death showed
a predominance of characteristics of apoptosis induced by the extract. The extract also inhibited
cell migration at 24 and 48h of treatment, and had an antiproliferative effect. In the evaluation
of the generation of ROs, the BHA70 extract induced the formation of ROs, being almost 4
times higher than the control group. In the evaluation of gene expression, there was a reduction
in the expression of the anti-apoptotic genes BCL2 and BCLXL and an increase in the expression
of the pro-apoptotic gene BAX, suggesting an action of the intrinsic pathway of apoptosis. The
presented results suggest that the extract of Araucaria bracts is promising for the continuation

of investigations of new antitumor drugs.

Keywords: antitumoral, cancer, plant extract, Araucaria angustifolia.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias tém a cada dia mais importancia no perfil de morbidade e mortalidade
da populagdao mundial. O cancer ¢ o principal problema de saude ptiblica no mundo e ja esta
entre as quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria
dos paises (1). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil, as neoplasias sao
responsaveis pela terceira causa de morte na populagdo, sendo que entre as mulheres, ocupam
a segunda posicao, e Santa Catarina estd entre os estados com maior incidéncia tanto para
homens como para mulheres. Entre os tumores responsaveis por mais obitos no Estado, nos
ultimos 5 anos, temos os de pulmao, mama, estomago, pancreas e prostata (1). Se espera 704
mil novos casos de cancer humano no Brasil para cada ano do triénio 2023-2025, sendo, cerca
de 70% da incidéncia nas regides Sul e Sudeste. Os tipos mais incidentes nessas duas regides
sd0 o cancer de mama em mulheres (Sul: 71,44/100 mil; Sudeste: 84,46/100 mil), o de prostata
(Sul: 57,23/ 100 mil; Sudeste: 77,89/ 100 mil) e o de co6lon e reto (Sul: 26,46/100 mil; Sudeste:
28,75/100 mil) (2,3).

Assim como na medicina humana, na veterinaria o cancer ¢ responsavel por uma das
maiores taxas de mortalidade em animais de companhia (4,5), sendo o tumor de mama a
neoplasia mais comum nas fémeas (6,7). Nas cadelas representa aproximadamente a metade de
todas as neoplasias observadas, e destes, 50% sdao malignas (8).

Em mulheres, ¢ o tumor mais frequente no mundo, tendo 22% de casos novos a cada
ano. No Brasil, em 2017, ocorreram 16.724 6bitos por cancer de mama feminino, o equivalente
a um risco de 16,16 por 100 mil (1).

O cancer de mama canino apresenta muitas similaridades clinicas e moleculares com
0 humano. O comportamento e a epidemiologia tumoral em ambos sdo muito semelhantes,
tornando o tumor canino um excelente modelo para estudos de cincer de mama e
consequentemente, trazendo grandes beneficios tanto na medicina humana quanto na
veterinaria (9,10).

Tanto nos tumores de mama em cadelas como nas mulheres, a cirurgia € o tratamento
mais recomendado e utilizado (11, 12, 1). Ao protocolo cirurgico pode ser associada a
quimioterapia a fim de evitar metastases e recidivas e auxiliar na eliminacdo de células tumorais
residuais. Ainda, a quimioterapia pode ser realizada de maneira paliativa em neoplasias que nao
podem ser operadas ou em pacientes com metastases, proporcionando uma melhor qualidade e

expectativa de vida. Os farmacos mais usados para o tratamento das neoplasias mamarias sdo a
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doxorrubicina associada com a ciclofosfamida, cisplatina, carboplatina, gencitabina e
paclitaxel, tanto na cadela quanto na mulher (13,14).

O desenvolvimento do cancer ¢ um processo de varias etapas, onde muitos
mecanismos estdo envolvidos na sua iniciacdo e progressdo, envolvendo um actimulo de
alteracdes ou “defeitos” no DNA celular. As etapas que levam a alteracdo de uma célula em
tumoral ndo sao totalmente esclarecidas mas a mudanca fundamental envolve a funcgao
prejudicada dos genes que controlam o crescimento e a diferenciacao celular, como oncogenes
e genes supressores tumoral, que levam a falhas nas vias da apoptose, (15,16).

A apoptose ¢ um processo de morte celular programada e participa de processos
fisiologicos, como no desenvolvimento embriologico, na regulacdo da proliferacao celular, na
corre¢ao ou eliminagdo de células danificadas. Acredita-se que a supressao da apoptose durante
a carcinogénese desempenhe um papel central no desenvolvimento e progressao de alguns tipos
de cancer (17). A apoptose pode ser desencadeada pela ligagao de ligantes de morte a receptores
de morte na via extrinseca ou por citotoxicidade que inicia a via “mitocondrial” intrinseca. No
geral, essas vias convergem para ativar uma série de proteases especificas (caspases), que
clivam as principais proteinas celulares e levam a morte celular. A via extrinseca da apoptose ¢
mediada por receptores, como Fas e TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao fator
de necrose tumoral de ocorréncia natural) que transmitem sinais de morte extracelular para a
maquinaria intracelular apoptdtica para provocar a morte celular. J4 a via intrinseca (ou
mitocondrial) é controlada por a¢des opostas de membros da familia BCL2 (B-cell lymphoma
2) que reagem a danos celulares. O inicio da apoptose nessa via depende do equilibrio entre
proteinas proapoptoticas (BAX, BAK, BAD, BID, BIK E BIM) e proteinas antiapoptdticas
(BCL2, BCLXL, BCLW, BFL1 E MCL1) (18,19,20).

Os mecanismos apoptdticos também podem ser afetados por desequilibrio no
metabolismo oxidativo. Em condi¢cdes normais na respiragdo celular mitocondrial ha um
equilibrio entre a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e sua neutralizagdo pelo
organismo, porém quando o organismo se expde a grandes quantidades de EROs exdgenos ou
ha uma falha na autorregulagdo deles pelos mecanismos de defesa, gera o estresse oxidativo.
Enzimas antioxidantes, incluindo Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GPx) sdo as enzimas de defesa celular de primeira linha contra a lesdo oxidativa.
A producdo excessiva de EROs também pode atuar prejudicando as células tumorais e as

levando a apoptose (21).
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Compostos bioativos oriundos de produtos naturais tém sido usados por milhares de
anos como tratamento para inimeras doengas, incluindo diferentes tipos de cancer (22-23). A
descoberta de farmacos a partir de plantas medicinais tem desempenhado uma importante
fungdo no tratamento de cancer (24-25). A capacidade de induzir a apoptose nas células
tumorais sem causar danos excessivos as cé¢lulas normais ¢ fundamental na identificacdo de
qualquer composto natural com possivel uso para prevengao ou terapia contra cancer (26).

A Araucaria angustifolia (Bert. O Kuntze) pertence a familia Araucariaceae e ¢
encontrada principalmente no Sul do Brasil. Esta planta possui um historico terapéutico na
medicina popular onde, infusdes de folhas, cascas e nos sdo utilizadas para tratar anemias,
distensdes musculares, varizes, doencas renais ¢ sexualmente transmissiveis [21-23]. Além
disso, o xarope produzido a partir da resina ¢ utilizado no tratamento de infecgdes do trato
respiratorio. Ainda, tem grande importancia socioecondmica e ambiental. Seus estrobilos
femininos originam a pinha, composta por pinhdes (sementes verdadeiras) e bracteas (sementes
ndo desenvolvidas) (27). A andlise fitoquimica de bracteas de A. anmgustifolia, mostrou a
presenca de acidos graxos dodecandico e hexadecanoico, além de compostos fenolicos (28).

Estudos prévios sobre as atividades biologicas de diferentes partes da A. angustifolia
demonstraram grande potencial medicinal ou outras propriedades benéficas ainda
desconhecidas, em fungdo da diversidade de compostos bioativos que possui. Em estudos de
Almeida (29), foram isolados taninos, biflavondides com possivel acdo antitumoral, bilobetina
atribuida a atividade inibidora linfocitaria, cupressuflavona com atividade antifingica e
proantocianidinas com atividade antiviral. Em algumas pesquisas, foram relatados que através
de diferentes mecanismos, extratos de bracteas de A. amgustifolia apresentam efeitos
antiproliferativos seletivos em células tumorais de laringe, estdmago e prostata (27-32).

Neste trabalho, sera avaliado a atividade antitumoral de diferentes extratos de sementes

e bracteas de A. angustifolia em linhagens celulares de tumor de mama.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antitumoral in vitro de extratos de bracteas e sementes de A. angustifolia

(araucaria).
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1.1.2 Objetivos Especificos

* investigar o potencial antitumoral dos extratos em linhagens de células tumorais de
mama.

investigar a citotoxicidade dos extratos em linhagem de célula ndo-tumoral.

everificar a seletividade dos extratos para células tumorais em relagdo a célula nao-
tumoral.

sverificar o potencial inibitério dos extratos sobre a capacidade migratoria e
proliferetivadas células tumorais.

sidentificar o tipo de morte celular induzida pelos extratos.

*investigar 0 mecanismo de a¢do dos extratos através de avaliagdes de marcadores de

apoptose e estresse oxidativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

Cancer, palavra originada do latim, ¢ o nome atribuido a um grupo de mais de 100
enfermidades que tém em comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos
e orgdos adjacentes podendo gerar metastases (se espalhar para outras partes do corpo).
Proliferando vertinosamente, estas células geralmente agressivas e incontrolaveis, levam a
formagao de tumores (aglomerado de células cancerosas) ou neoplasias malignas. Ja os tumores
benignos sdo definidos como uma massa localizada de células que se assemelham ao seu tecido
original e se proliferam lentamente, raramente apresentando risco de vida ao paciente. O
processo de carcinogénese se da por efeitos cumulativos de diferentes agentes carcinogénicos
que sdo os responsaveis pelo inicio, promogao e progressao do tumor (3).

Os diferentes tipos de tumores apresentam sete caracteristicas: crescimento seletivo e
vantagem proliferativa, resposta alterada ao estresse favorecendo a sobrevida, vascularizacao,
invasao e metastase, modulacdo metabodlica, microambiente tumoral alterado e modulagao
imunoldgica (33).

No cancer, ha uma perda de equilibrio entre a divisdo celular e a morte celular e as
células que deveriam ter morrido ndo receberam os sinais para fazé-lo. O problema pode surgir
em qualquer passo ao longo do caminho da apoptose, levando a transformagdo maligna das
células afetadas, metastases e resisténcia a medicamentos anticancerigenos. Apesar de ser a
causa do problema, a apoptose desempenha um papel importante no tratamento do cancer, pois

¢ um alvo comum de muitas estratégias de tratamento (34).

2.1.1 Cancer de mama

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama ¢ o mais
incidente em mulheres de todas as regides, com taxas mais altas nas regides Sul e Sudeste. Para
0 ano de 2023 foram estimados 73.610 casos novos (3).

Na veterinaria, cerca de 52% de todas as neoplasias nas cadelas sdo de mama, sendo
que destes, 50% sao malignas (35). No Brasil, a ocorréncia de tumores mamarios malignos em

cadelas chega a 70% e acomete, principalmente, fémeas entre 7-12 anos (36).
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Viarios aspectos, incluindo fatores hormonais, nutricionais e genéticos tém sido
implicados no desenvolvimento de neoplasias mamarias. As principais opgoes de tratamento
utilizadas sdo: cirurgia, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia (37).

Tanto em humanos quanto em caninos, a andlise histopatoldgica continua sendo o
padrao-ouro para o diagndstico de cancer. Na avaliagdo, analisa-se o tipo e grau histologico do
tumor, devendo esta fornecer principalmente informagdes sobre proliferagdo celular,
arquitetura, invasao linfatica, atividade de mitose, necrose, formagao de tibulos, pleomorfismo
nuclear entre outros. A principal razdo para somar essas duas classificagdes ¢ fornecer mais
informacdes sobre o comportamento bioldgico do tumor sendo que a classificagdo das amostras
de mama em benignas e malignas ¢ essencial para a escolha do regime de tratamento adequado
(38,39).

O tipo histolégico do cancer de mama reflete suas caracteristicas morfologicas e
também suas caracteristicas biologicas. Os sistemas de classificagao histoldgica categorizam o
cancer de mama humano em carcinomas invasivos e in situ. Os carcinomas in sifu sao tumores
nos quais as c€lulas malignas proliferam, mas permanecem confinadas dentro da membrana
basal das unidades lobulares do ducto terminal da mama e podem ser subclassificados como
lobulares ou ductais. Os carcinomas invasivos podem ser histologicamente classificados em
invasivos lobulares, infiltrantes ductais, ductais/lobulares, tubulares, mucinosos, papilares e
medulares (40). Sendo o tipo histologico mais comum de tumor maméario em mulheres o
carcinoma invasivo, mais precisamente, o carcinoma ductal invasivo (41).

Nos caes, um subconjunto de carcinomas mamarios apresenta-se como carcinomas
simples que podem ser derivados de células progenitoras epiteliais mutantes e sdo comparaveis
a forma mais comum de cancer de mama humano, os carcinomas ductais. Os carcinomas ductais
(adenocarcinomas) sdo o tipo mais comum de tumores das glandulas mamarias no cdo, sendo
que a maioria dos tumores da glandula mamaria sdo de origem epitelial. Alguns, no entanto,
podem ter uma histologia mista que consiste em tecido epitelial e mioepitelial, com areas de
cartilagem e 0sso, e alguns tumores sdo de origem puramente mesenquimatosa (42).

Os exames laboratoriais e de imagem, como ultrassonografia abdominal e,
principalmente radiografias toracicas devem ser realizadas como exames complementares ao
diagnostico na busca de sindrome paraneoplasica em curso e metastases, respectivamente
(37,43).

Para instituir o tratamento adequado ao paciente ¢ necessario o estadiamento da

neoplasia, onde se analisa o tamanho, o envolvimento dos linfonodos e presenca de metastase,
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seguindo o sistema TNM (tumor, linfonodo e metastase) recomendado pelo OMS (Organizagao
Mundial da Saude), o qual ¢ indicado apenas em neoplasias epiteliais caninas, onde os estagios
1, 2 e 3 diz respeito ao tamanho tumoral, a fase 4 se tem comprometimento dos linfonodos
regionais e na fase 5 se ha metastases, independente da extensdo tumoral e do estado nodal (43).

Clinicamente, o cancer de mama pode ser dividido em trés subtipos basicos: (I) com
base no nivel de expressdo dos receptores de estrogénio e progesterona, com varios testes
genoOmicos para auxiliar na previsdo de resultados para pacientes, recebendo terapia enddcrina;
(IT) com base no fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), que tem grande sucesso
clinico devido ao direcionamento terapéutico eficaz de HER2 com Trastuzumabe e
Pertuzumabe; (III) um terceiro subtipo, quando nem estrogénio, progesterona ou HER2 sao
expressos (cancer de mama triplo negativo), também conhecidos como canceres de mama tipo
basal, sio um grupo com somente op¢des de quimioterapia convencional (44-46).

O perfil de expressdo génica ¢ de utilidade limitada na préatica clinica, e substitutos
imuno-histoquimicos foram desenvolvidos. Recentemente, um estudo avaliando um grande
nimero de casos subdividiu os tumores caninos de glandula mamaria em subtipos moleculares
e encontrou um aumento da prevaléncia de tumores triplo-negativos em caes (47).

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) abrange um grupo heterogéneo de doengas
fundamentalmente diferentes com diferentes perfis histologicos, gendmicos e imunoldgicos
(48).

Os CMTNSs mostraram uma alta frequéncia de mutacdes TP53 e a alta expressao nesse
subtipo se correlaciona com mau prognostico, estando fortemente correlacionada com a baixa
sobrevida do paciente (9,49).

Devido a auséncia de terapia direcionada aprovada, nao sendo sensivel a terapia
enddcrina ou a terapia alvo molecular, a quimioterapia citotoxica € a atual terapia sistémica
primaria estabelecida para doenga CMTN precoce e avangada. Estes tumores apresentam alta
invasividade, alto potencial metastatico € mau progndstico. Embora a quimioterapia melhore
significativamente os resultados clinicos dos pacientes CMTN, as taxas de recorréncia
permanecem relativamente altas e os tumores CMTN geralmente desenvolvem resisténcia a
agentes quimioterapicos. Assim, considerando as opgdes limitadas de tratamento e os fendtipos
agressivos do CMTN, ¢ crucial descobrir potenciais alvos terapéuticos para auxiliar no
desenvolvimento de terapias eficazes (50-52).

Ao comparar as curvas de sobrevida global de animais tratados com diferentes terapias

adjuvantes e aqueles tratados apenas com cirurgia, verificou-se que pacientes com estadiamento
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clinico avangado se beneficiam da terapia complementar. Pacientes caninas que apresentem
neoplasias malignas da glandula mamaéaria com estadiamento clinico avangado devem ser
submetidas a medicacdo terapéutica complementar baseada no estadiamento clinico e nas
caracteristicas imunofenotipicas da doenga (53,54).

Os quimioterapicos mais utilizados na medicina veterindria para o tratamento das
neoplasias mamarias de cadelas sdo a doxorrubicina associada com a ciclofosfamida, cisplatina,
carboplatina, gencitabina e paclitaxel (36).

O tratamento com os quimioterapicos atuais pode causar muitos efeitos adversos como
transtornos neurolégicos e disfungdes motoras, anemia, alopecia, mielosupressao, hipertensao,
émese, convulsdo, paresia, leucopenia, febre, trombocitopenia, politria, disturia e sintomas

gastrointestinais (55,56).

2.2 TIPOS DE MORTE CELULAR

Tradicionalmente, a morte celular tem sido dividida em trés categorias diferentes de
acordo com as mudancas morfoldgicas celular. Isso inclui apoptose, que € caracterizada por
uma série de alteragdes morfologicas, como volume celular aumentado, condensacdo da
cromatina nuclear, formagao de prolongamentos na membrana celular (“blebs” da membrana),
fragmentacdo do DNA, e a formacdo de corpos apoptoticos. O resultado ¢ a depuragdo das
células do corpo, com danos minimos aos tecidos subjacentes. A autofagia que envolve a
extensa vacuolizacdo citoplasmatica, ¢ seguida pela fusdo autofagossomo-lisossomo e
degradacao do conteudo celular. Finalmente, a necrose que ¢ geralmente caracterizada como a
morte descontrolada da célula, geralmente apds um insulto grave, resultando em inchago celular
e desintegracdo tanto da membrana plasmatica quanto da membrana nuclear, levando ao
derramamento do contetido da célula nos tecidos circundantes e subsequente dano a0 mesmo
(57-60).

No entanto, na tltima década, uma ampla classificacdo de varios tipos de morte tem
sido proposta, com base em mecanismos moleculares, morfologicos e bioquimicos, bem como
consequéncias bioldgicas. Esta lista estd em permanente progressao, com mais de 20 tipos
diferentes ja descritos (61). No entanto, apenas alguns desses foram relatadas no contexto do
cancer: necrose, autofagia, apoptose, necroptose, pirotose e ferroptose (62).

A ferroptose ¢ uma forma de morte celular regulada iniciada por perturbacdes

oxidativas do microambiente intracelular que esta sob controle constitutivo pelo GPX4 e pode
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ser inibida por quelantes de ferro e antioxidantes lipofilicos. A piroptose ¢ utilizada
principalmente por células imunes inatas em resposta a perturbagdes celulares, danos e sinais
induzidos por patdégenos e depende da formacdo de poros da membrana plasmatica por
membros da familia de proteinas gasdermina, muitas vezes como consequéncia da ativacao das
caspases inflamatorias 1, 4, 5 e 11. A necroptose ¢ desencadeada por perturbacdes da
homeostase extracelular ou intracelular que depende de proteinas cinases especificas como

MLKL, RIPK3 e RIPK1 (62).

2.2.1 Apoptose

A apoptose ¢ uma de morte celular programada que garante um equilibrio
homeostatico entre a taxa de formagao celular e a morte celular, contribuindo para a renovagao
dos tecidos e para a eliminagdo das células danificadas (63).

Morfologicamente se vé encolhimento celular, condensacdo da cromatina e
fragmentacdo nuclear, formacdo de vesiculas pela membrana plasmatica (blebbing) e picnose
celular. As caracteristicas bioquimicas incluem fragmentagao do DNA, clivagem proteica em
locais especificos, aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial levando a liberagao
de proteinas pré-apoptdticas e subsequente formacgao de corpos apoptoticos que sdo consumidos
por células vizinhas ou por macréfagos, sem induzir uma reacao inflamatoria (64,65).

A apoptose ocorre principalmente por duas vias centrais: via extrinseca e via intrinseca
(Figura 1). A via mitocondrial intrinseca, também chamada de mitocondrial, inicia dentro da
célula em resposta a estresses celulares, como danos ao DNA, espécies reativas de oxigénio,
radiacdo, privacdo de fator de crescimento, agentes quimioterapicos, citocinas e
glicocorticoides. Essa via envolve a atividade de proteinas BCL-2 pro-apoptoticas (BAX,
BAKI1, BIM, BID e PUMA) que promovem permeabilidade da membrana externa
mitocondrial, liberacdo do citocromo ¢, ativagdo das caspases efetoras (3 e 7) e apoptose. A
liberacao do citocromo ¢ das mitocondrias € inibida por membros anti-apoptoticos da mesma
familia (BCL-2, BCLXL, BCL-W, BCL-2-A1 e MCL1). A via extrinseca (também chamada
do receptor de morte) ¢ estimulada pela ativacao de receptores de morte (Fas, TNFR1, TNFR2,
DR4 e DR5 do TRAIL - ligante indutor de apoptose relacionados ao TNF-) que recrutam FADD
(Proteina adaptadora associada a proteina Fas) e caspase 8 e/ou caspase 10 para formar o
complexo de sinalizagdo indutor de morte (DISC). A ativagdo da caspase 8 ou 10 no DISC

resulta na ativagdo de caspases efetoras (3 €7) e na apoptose (34,57 61, 64 - 71).
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Figura 1.Vias apoptoticas em resumo.
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Outras substancias podem iniciar as vias intrinseca e extrinseca da apoptose. Por
exemplo, a fosfoproteina p53 ¢ um fator de transcri¢do que regula o ciclo celular e funciona
como uma molécula sensor de dano celular. Fatores que danificam o DNA, como radiagio
ionizante, drogas genotoxicas e radicais livres, ativam a p53, que induz a apoptose,
principalmente através de sua capacidade de suprimir a transcri¢ao de fatores anti-apoptoticos
como BCL?2 ou induzir a fabricacdo de fatores pro-apoptoticos como BAX, proteina de ligagao
do fator de crescimento de insulina-3 e regulagdo positiva do receptor Fas. BCLXL pode inibir
p53 e a inativagdo ou mutacdo de p53 € uma situagdo comum de muitos canceres humanos
(64,65).

As células tumorais desenvolvem variadas estratégias para limitar ou evitar a apoptose.
A mais frequente ¢ a perda da funcdo da p53. Alternativamente, os tumores podem aumentar a
expressdo de reguladores antiapoptéticos (BCL2, BCLXL, etc) ou de sinais de sobrevida
(IGF1/2), regular negativamente fatores proapoptéticos (BAX, BIM, PUMA), ou causar erros na
via de morte induzida por ligantes extrinsecos (73).

O aumento da expressdo do gene BCLXL, assim como os niveis diminuidos de
expressdo do gene BAX exibem uma correlagdo positiva com o crescimento descontrolado de

células tumorais (74). Por suprimir a apoptose e induzir a quimiorresisténcia, as proteinas BCL2
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e BCLXL sao elegiveis como moléculas chave para a terapia contra o cancer e transpor a

barreira de resisténcia aos farmacos (75).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

A respiracdo aerobica gera energia nas mitocondrias das células eucaridticas e, como
resultado desse metabolismo oxidativo, varios compostos sdo produzidos como as espécies
reativas de oxigénio (EROs), que podem também ser oriundas de exposi¢ao xenobidtica (76).

A regulacdo dos niveis de EROs intracelulares ¢ crucial na manutencdo da homeostase
celular e, portanto, diferentes niveis de EROs podem causar diversas respostas biologicas. Em
niveis baixos, EROs atuam como moléculas de sinalizacdo enquanto em altos niveis eles
induzem danos celulares, danificando inumeras biomoléculas, como proteinas, lipidios, acidos
nucleicos, membranas celulares e organelas que podem resultar em disfungdo celular
progressiva e apoptose. No processo de carcinogenese causam cortes no DNA e mau
funcionamento do mecanismo de reparo do DNA. A oxidacdo do DNA por essas espécies
reativas gera 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina, que ¢ um produto capaz de gerar mutagdes no DNA
em um processo que potencializa o envelhecimento e a carcinogénese. O dano que essas EROs
podem causar a célula ndo depende apenas de sua concentragdo intracelular, mas também do
equilibrio entre elas e as espécies antioxidantes endogenas (76-78).

Um complexo sistema de defesa antioxidante de origem endogena, como as enzimas:
catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase
(GPx), e os tidis de baixo peso molecular (glutationa ou GSH) regulam as EROs no
metabolismo celular (79-81).

A CAT converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. Ja a GR nao
age diretamente na remoc¢do de EROs, porém ¢ responsavel pela regeneracdo da glutationa a
sua forma reduzida (GSH) na presenga de NADPH. GPx atua na presenca da GSH para a
remogao de peréxido de hidrogénio e formacdo de agua. A GST utiliza GSH nas reagdes de
conjuga¢do com compostos eletrofilicos, para detoxificacdo dos mesmos (82-84).

A GSH ¢ o principal antioxidante citosélico ndo enzimatico; seu nivel durante a
condi¢do fisiologica ¢ mantido pela glutationa redutase usando NADPH celular (85). GSH
através da GST, detoxifica aldeidos reativos, como o malonaldeido, que sdo gerados durante a
lipoperoxidagdo. GSH reduzida ¢ a forma ativa biologica que ¢ oxidada em dissulfeto de

glutationa (GSSG) durante o estresse oxidativo. A sinalizagdo apoptdtica mediada por EROs
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estd associada a diminui¢do dos niveis celulares de GSH e a perda do equilibrio redox celular
(86).
Estudos tém demonstrado que compostos derivados de plantas que levam ao estresse

oxidativo podem resultar em citotoxicidade de células cancerigenas (87).

2.4  PRODUTOS NATURAIS E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

As plantas medicinais sao uma rica fonte de metabolitos secundarios com atividades
bioldgicas e farmacoldgicas e t€ém sido usadas para tratar doengas desde os tempos antigos. A
maioria (mais de 60%) dos medicamentos anticancerigenos que apresentaram alta eficiéncia no
uso clinico foi obtida de plantas, organismos aquéticos e/ou microrganismos. O efeito
anticancerigeno desses produtos naturais ¢ mediado por diferentes mecanismos, incluindo
inducdo de apoptose, modulagdo do sistema imunologico e inibicdo da angiogénese. Taxol,
etoposideo, alcaloides da vinca, camptotecina, podofilotoxinas, bem como seus derivados
semissintéticos ou sintéticos, sdo as drogas anticancerigenas mais importantes obtidas a partir
de plantas (88-92).

Ainda, os efeitos anticancerigenos dos fitoquimicos envolvendo a modulagdo
daapoptose, observados em estudos, tendem a ser mais seletivos para as células cancerosas (93).

Os polifendis sdo compostos farmacologicamente ativos derivados de plantas naturais
que tém potenciais propriedades terapéuticas, incluindo antioxidantes, anti-inflamatorios e
antitumorais (94).

Viérios estudos in vitro e in vivo de polifenodis foram realizados, concluindo que os
polifendis foram responsaveis por diminuir o crescimento do tumor, sendo observado para
varios tipos de cancer, incluindo das glandulas mamarias, pele, pulmao, figado, intestino,
estdmago e boca (95,96).

Evidéncias experimentais mostram as propriedades benéficas de preveng¢ao e controle
do cancer pelos polifendis se deve a estimulagdo das vias pro-oxidante e proapoptética (97).

Os flavonoides interagem com vdarias vias de transdugdo de sinal no processo de
carcinogénese, reduzindo a proliferagdo, a angiogénese ¢ a metastase e aumentando a apoptose

(96).

2.5 Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze
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A Araucaria angustifolia (Bert. O Kuntze) pertence a familia Araucariaceae e ¢
encontrada principalmente no Sul do Brasil, é conhecida como pinheiro-brasileiro, pinheiro-
do-parana ou araucaria. E uma arvore que pode viver de 200 a 300 anos. E perenifdlia, com
alturamédiade 20 ma25me 1,0 ma 1,5 m de diametro. Contém tronco reto e cilindrico, com
ramos dispostos em 8 a 15 verticilos, tendo 6 a 10 ramos por verticilo. Seus estrobilos femininos
originam a pinha, composta por pinhdes (sementes verdadeiras) e bracteas (sementes nao
desenvolvidas) que geralmente sao descartadas no meio ambiente (Figura 2) (98) e podem

representar 80% da pinha de Araucaria angustifolia (99).

Figura 2. Arvores de Araucaria angustifolia

('a); pinha madura ( b ) sementes (pinhdes) ( ¢ ) e bracteas ( sementes estéreis ) ( d ). Fonte: (99).

A A. angustifolia possui um histérico terapéutico na medicina popular, e tem grande
importancia socioecondmica e ambiental (27), sendo que no Brasil segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2021) no ano de 2021 foram comercializadas
cerca de 13000 toneladas de pinhdo, o que movimentou aproximadamente 44,4 milhdes de reais
(100). Apesar de significativos, esses valores sdo subestimados ja que a maioria das vendas sdo
feitas sem emissao de notas fiscais. Santa Catarina ¢ o segundo estado com maior inser¢ao da
araucaria, porém, a intensa exploracdao predatoria de sua madeira no inicio do século XX,
diminuiu suas reservas naturais a valores estimados entre 2 e 4% da area original (101), estando
classificada como vulneravel na Lista Vermelha de espécies ameagadas de extingdo. Um estudo
previu uma redugdo dréstica nas areas ambientalmente adequadas para essa espécie de até 77%
nas proximas décadas. Sendo essencial o desenvolvimento de estratégias de conservacao para

salvar esta espécie (102).
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O consumo do pinhao leva ao descarte de tudo aquilo que ndo ¢ aproveitado das pinhas
colhidas, incluindo as bracteas e as cascas. Estima-se que aproximadamente 10 toneladas por
ano de cascas de pinhao sdo descartadas direto no meio ambiente e esses residuos podem levar
muito tempo para se decompor (40).

As bracteas sdo ricas em flavonoides. As principais subclasses fenolicas sdo flavan-3-
ols (catequina, epicatequina e apigenina) e flavonois (glicosideos de quercetina) (99).

Nas cascas residuais da semente de pinhdo a catequina foi o composto majoritario
encontrado, além de taninos condensados, flavonoides e triterpendides em menor quantidade
(52,103).

Em estudos foram isolados taninos, biflavondides com possivel agdo antitumoral,
bilobetina atribuida a atividade inibidora linfocitaria, cupressuflavona com atividade
antifungica e proantocianidinas com atividade antiviral. Em algumas pesquisas, foram relatados
que através de diferentes mecanismos, extratos de bracteas de A. angustifolia apresentaram
efeitos antiproliferativos seletivos em células tumorais de laringe HEp-2, atravé de inibig¢ao da
atividade do complexo mitocondrial I, indu¢ao de estresse oxidativo e quebra do DNA. A
ativacdo da via de apoptose ocorreu via Bax, juntamente com a liberagdo de fator indutor de
apoptose e citocromo c, ¢ independente de ativacdo de p53. Ainda, em pesquisa com extratos
de sementes de A. angustifolia, a mesma apresentou agdo antiproliferativa em linhas de células
de cancer gastrico e de prostata, através da inibicdo da catepsina L, que estd envolvida na
degradacdo da matriz extracelular e metéstase de células tumorais (27-32).

A realizacdo de estudos acerca do potencial bioldgico da araucaria pode ser uma
estratégia para valorizacdo da espécie. Essa valorizacdo podera se traduzir a médio e longo
prazo em agdes e politicas publicas de conservagdo da espécie e valorizagdo dos produtores
locais, através da implementagdo de uma cadeia produtiva forte para o pinhdo, podendo também
contribuir para o desenvolvimento da regido com o mais baixo IDH do estado (104). O cultivo
da araucaria com interesse econdomico do pinhdo e com possivel uso dos seus produtos como
bracteas na producdo de farmacos ¢ uma ferramenta que pode ser eficaz para impulsionar o
plantio e diminuir a exploracdo das araucarias remanescentes. Podendo-se criar estratégias em
parceria com organizagdes de produtores e coletores, pesquisadores e érgaos governamentais
brasileiros para desenvolver e aprimorar técnicas de manejo, processamento e comercializagao

do pinhdo e seus possiveis subprodutos (105).
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Neste projeto, propomos avaliar a atividade antitumoral de diferentes extratos de
sementes e bracteas de A. anmgustifolia em linhagens celulares que envolvem tumores de

interesse para a medicina humana e veterinaria.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

As sementes e bracteas de 3 diferentes exemplares da arvore de A. angustifolia foram
coletadas em propriedades rurais dos municipios de Frei Rogério/SC (-27.1220640, -
50.7343413 UTM), Painel/SC (-28.0154832, -50.0726841 UTM) e Ponte Alta/SC, Brasil (-
27.396552, -50.451401 UTM), em junho de 2021. O material vegetal foi levado até o
Laboratorio de Fisiologia da Reproducdao Animal (LAFRA), da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), campus de Curitibanos, onde foi realizada a separa¢ao do material, para
posterior lavagem e refrigeracdo a -20°C. Para a preparagdo do extrato hidroalcodlico das
bracteas em etanol 70 °GL (BHA70), do extrato hidroalcodlico das bracteas em etanol 96 -GL
(BHA96), do extrato em acetato de etila das Bracteas (BAE) e do extrato hidroalcoolico das
sementes em etanol 96 .GL (SHA96), foi utilizado o laboratorio de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos, em colabora¢do com os professores Cristian
Soldi e Greicy Conterato. Inicialmente, as bracteas foram separadas de sujidades e de amostras
danificadas. Logo apo6s foi realizada a lavagem das amostras com dgua e hipoclorito de sodio
2,5% por 10 minutos. Na sequéncia, as bracteas foram levadas a estufa onde permaneceram por
21 horas em 35°C para secagem. Posteriormente foram trituradas e peneiradas (peneira de
420uM), obtendo-se um material com granulometria de 1mm. O material foi separado em 3
amostras. Cada amostra foi submetida a extracdo em equipamento soxhlet, utilizando etanol 70
°GL (103,62¢g de bracteas), etanol 96 -GL (108,5g de bracteas), ou acetato de etila (108,23g de
bracteas) como solvente, por um periodo de 6 horas. Logo apds o material foi evaporado em
um evaporador rotatério RV3 (IKA-Brasil, Campinas, SP), a temperatura de 40°C. Apods a
rotaevaporagao, o extrato foi liofilizado obtendo-se ao final desse procedimento, os extratos das
bracteas. Sendo 4,37g de BHA70, 5,5g de BHA96 e 2,03g de BAE. Para obten¢do do extrato
hidroalcoolico de sementes (SHA96), estas foram lavadas e armazenadas em refrigeragdo por
7 dias. Em seguida, foram descascadas manualmente, moidas em liquidificador, transferidas

para placas de ceramica e refrigeradas a -80°C. Posteriormente 171,59¢g foram liofilizadas e
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submetidas a extracdo por soxhlet, rotaevaporagdo e novamente liofilizadas, resultando em
6,93g de SHA96. Os extratos obtidos foram entdo solubilizados em DMSO e obteve-se solugdes
estoque com concentragao de 100 mg/mL para as bracteas e 200 mg/mL para as sementes, as
quais foram armazenadas a -20°C. Essas solugdes estoques foram diluidas em meio de cultura

para atingir a concentracio desejada nos experimentos.

3.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos vegetais foram caracterizados em colaboragdo. O método de Folin-Ciocalteu
(106) com modificagdes foi utilizado para quantificar o teor de compostos fendlicos totais. Para
a realiza¢do do método, em colaboragdo com os professores Cristian Soldi e Greicy Conterato
foram adicionadas diferentes concentragdes dos extratos ao reagente de Folin-Ciocalteu 1N
diluido em agua ultrapura em uma propor¢ao 1:10. Os experimentos foram realizados em
triplicata de trés repeticdes independentes e o contetido de fendlicos totais foi calculado através
uma curva padrado de acido galico. Dessa forma os resultados foram expressos como miligramas

de equivalente de 4cido galico por grama de extrato liofilizado (mg GAE.g™).

3.2.1 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Previamente as andlises em cromatografo liquido de alta eficiéncia, os extratos foram
submetidos a extragdo sélido liquido com hexano grau CLAE para remoc¢ao de substancias
apolares. Foram utilizados 100 mg do BHA70, 500 mg do BHA96, 499 mg do SHA96 e 409
mg do BAE. Os extratos foram pesados em microtubos de 2 mL e submetidos a extragao por 5
vezes com 1 mL de hexano em banho ultrassonico por 2 minutos. Os extratos foram entdo secos
sob ventilagdo a temperatura ambiente resultando em 67,2 mg do extrato BHA70, 30,3 mg do
BHA96, 25,5 mg do SHA96 e 19,3 mg do BAE. Com o remanescente de cada extrato, foi
preparado uma solugdo estoque em metanol (MeOH) na concentracdo de 500 mg.L -1 para
analise em CLAE. As amostras foram analisadas quanto a composi¢dao fendlica usando um
equipamento de CLAE acoplado a uma coluna de fase reversa (HPLC Eclipse Plus C18, 4,6 x
100 mm, 3,5 pm) e a um detector de arranjo de diodos (DAD). As amostras foram filtradas

(0,45 pum, filtros de seringa de nylon, 15 mm) antes da injecdo. O sistema solvente (fase movel)
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foi baseado em 0,2% de acido acético em agua ultrapura e 0,2% de 4cido acético em metanol
puro como fases A e B, respectivamente. Para a separagdo cromatografica, foi utilizado 1% de
B por 2 min, depois de 1 a 20% em 4 minutos e de 20 a 30% em 4 minutos, sendo posteriormente
mantido em 30% por 5 minutos. Em seguida, o solvente foi trocado de 30 para 50% em 5
minutos e mantido por mais 5 minutos. Um gradiente de 50 a 100% de B foi estabelecido em 5
minutos com 5 minutos de espera. Entdo, o solvente B voltou a 1% em 2 min, com 3 min de
espera antes da proxima injecao. O tempo total de analise foi de 40 minutos. A taxa de fluxo do
solvente foi de 0,8 mL.min"!, o volume de inje¢do foi de 5 uL e a temperatura do compartimento
da coluna foi de 30°C. A quantificagdo dos compostos fendlicos foi realizada utilizando uma
curva de calibragdo para cada padrio. O método em CLAE foi validado determinando a
linearidade da curva de calibracdo, limite de detec¢do (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

(Tabela 1). O limite de detec¢do foi determinado pelo método da relagao sinal-ruido.

Tabela 1. Curvas de calibracao dos padroes utilizados na determinag¢ao de compostos

fenolicos dos extratos BHA70 e BHA96.

LOD LOQ BHA70 BHA96 BAE

Pico TR (min) A (nm) Equacdo da reta (mg/L) (mg/L) (mg/L)* (mg/L)* (mg/L)*
1 5.979 255  y=1,550,159.55x + 627,914.51  Ac. Galico 0.001 0.007 <LOD <LOD <LOD
2 8.130 255  y=162492x + 72412 Galocatequina 0.010 0.104 <LOD <LOD <LOD
3 8.567 255 y=24402,217.95+1,081,177.78 Ac. 3,4-dihidroxibenzoico ~ 0.000 0.004 1.07 0.66 4.82
4 9.901 255  y=16400x + 19975 Catequina 0.043 0.433 11.13 12.00 <LOD
5 10.601 280 y=901595x + 392289 2-(4-hidroxifenil)etanol 0.002 0.016 3.14 <LOD 3.61
6 12.471 255  y=2.825.268.59x - 974.532.62  Acido Vanilico 0.000 0.004 3.27 3.14 3.71
7 12.705 320 y=4.825.927.96x + 1.960.324.51 Acido cafeico 0.000 0.002 <LOD <LOD <LOD
8 13.058 280 y=519655x + 165455 Epi-catequina 0.002 0.018 3.88 3.29 5.91
9 13.257 280 y=2.492.983.64x +1.527.153.91 Acido siringico 0.001 0.012 <LOD <LOD <LOD
10  16.167 320 y=6.205.117.62x +2.151.677.30 Acido p-cumarico 0.000 0.003 <LOD <LOD <LOD
11 17.788 320 y=4.568.685.97x + 1.072.369.00 Acido sinapico 0.000 0.003 <LOD <LOD <LOD
12 18.310 320 y=4.154.370.57x + 1.614.583.50 Acido Fertlico 0.000 0.002 <LOD <LOD <LOD
13 20.787 360 y=1.389.801.21x +570.183.28  Miricitrina 0.001 0.005 <LOD <LOD <LOD
14 21.580 360 y=1.418.048.15x +590.214.45 Rutina 0.001 0.010 <LOD <LOD <LOD
15 22.160 255  y=2.723.406.12x + 634.171.48  Acido elagico 0.000 0.004 <LOD <LOD <LOD
16 22.651 360  y=2.159.130.63x + 516.689.02  Miricetina 0.001 0.007 <LOD <LOD <LOD
17 24.673 280 y=16.576.666.49x + 1.853.766.32 Quercetina 0.000 0.002 <LOD <LOD <LOD
18  25.608 360  y=2.519.950.60x + 892.064.18  Acido cindmico 0.001 0.006 0.84 1.76 2.37
19  28.999 360 y=2.437.818.15x +977.632.71 Kampferol 0.001 0.013 <LOD <LOD <LOD

*Concentragio dos componentes fenolicos na solugdo de 500 mg.L! injetada no aparelho de CLAE; TR: tempo
de retencdo do pico em minutos; A: Comprimento de onda utilizado para quantificacdo da substancia; LOD:
limite de detec¢do; LOQ: limite de quantificacdo; Fonte: William Katovisck Mozzer (2022).
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3.2.2 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A quantificagdo dos flavonoides foi realizada a partir do método de Pgkal & Pyrzynska
(2014) (32), com algumas modificagdes, em colaboragdo com os professores Cristian Soldi e
Greicy Conterato. Os experimentos foram realizados em triplicata de trés repeti¢des
independentes e o conteudo de flavonoides totais foi calculado através uma curva padrao de
quercetina. Os resultados foram expressos como miligramas de equivalentes de quercetina por

grama de extrato liofilizado (mg EqQ.g™).

3.3LINHAGENS CELULARES E AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

Foram utilizadas duas linhagens celulares tumorais humanas que abrangem tipos de
cancer com interesse para a medicina veterindria ¢ uma linhagem ndo tumoral como modelo
preliminar de toxicidade. Foram utilizadas as seguintes linhagens: MCF-7 (Células tumorais
humanas de cancer de mama ER+), MDA-MB-231 (Células tumorais humanas de cancer de
mama triplo negativas) e HUVEC (Células endoteliais de veia umbilical humana), adquiridas
no Banco de Células do Rio de Janeiro.

Toda a manipulacao das células ocorreu em capela de fluxo laminar. As células foram
cultivadas em garrafas de cultura com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Gibco
Life Technologies Inc., USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 unidades / mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (LGC Biotecnologia, SP, BRL), pH 7.4, em estufa
umidificada, a 37°C e com 5% CO,. As cé€lulas foram subcultivadas usando o seguinte
protocolo: o meio foi removido dos frascos de células quando estas atingiam 80 % de
confluéncia e as células foram lavadas com solugdo de PBS (pH 7,4). Para o desprendimento
das células, as células foram incubadas com solucdo de tripsina 0,25% (Gibco Life
Technologies Inc., USA). A densidade celular foi determinada em Camara de Neubauer.

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redug¢do do reagente resazurina. As
células foram semeadas com meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) em
placas de cultura de 96 pogos na densidade de 7,0x10° células/pogo com 100ul de meio de
cultura/poco e incubadas em estufa a 37°C e 5% de COz por 24 h para adesdo celular. Apos este
periodo, foi adicionado ao meio de cultura concentragdes crescentes dos extratos (0- 2000
pg/mL) em cada tipo celular. Transcorridas 72h de tratamento, o meio foi removido e

adicionado corante azul de resazurina 100pg/mL (Sigma-Aldrich, SP, BRL) e as células foram
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incubadas novamente por 2 horas. Entdo a absorbancia foi medida em 570 e 600 nm usando a
multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices, USA) e o software Softmax® Pro 6.4.

Os ensaios foram realizados em triplicata ¢ os experimentos foram realizados pelo
menos trés vezes.

Foram utilizados controles com células sem tratamento e com tratamento de DMSO
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), diluido em meio de cultura, na mesma proporg¢ao utilizada
para solubilizar os compostos. A concentragdo maxima de DMSO adicionada as células foi de
1 %.

Com base nos resultados de absorbancia a citotoxicidade foi expressa em percentagem
em relagdo ao controle ndo exposto £ EPM. Os valores de controle foram definidos em 100%
de viabilidade. Os dados de citotoxicidade foram ajustados a uma curva sigmoidal para calcular
CC50, que ¢ a concentragdo do agente que reduz o crescimento celular em 50% nas condigdes
experimentais, usando GraphPad Prism 8 (San Diego, USA). O indice de seletividade (IS) que
indica a seletividade de um composto entre uma linhagem tumoral ¢ uma ndo tumoral, foi
calculado dividindo-se a CC50 obtida da linhagem celular nao tumoral HUVEC pela CC50 da
linhagem tumoral.

Para todos os ensaios seguintes, optou-se por usar a concentragdo do extrato BHA70 de
435 png/mL, que corresponde a metade da CC50. Dessa forma, foi possivel verificar o

mecanismo de a¢cdo do extrato sem ter uma alta citotoxicidade.

3.4 AVALIACAO DO TIPO DE MORTE CELULAR

A inducao de apoptose ou necrose foi avaliada por coloragdo com os corantes laranja de
acridina e brometo de etideo e posterior visualizagdo em microscopia de fluorescéncia. O
método de coloragdo pelos corantes fluorescentes brometo de etidio e laranja de acridina
(BE/LA) permite a diferenciagdo e visualizagdo de células vidveis daquelas em processos de
morte por necrose ou apoptose. Nesta técnica, o corante LA tem capacidade de atravessar a
membrana celular intacta interagindo com o DNA da célula, como ocorre na apoptose, € cora
de verde o nucleo que se apresenta condensado e fragmentado. A coloragdo por BE, tem
caracteristica de marcar células necrdticas com membrana danificada intercalando com o DNA,
conferindo fluorescéncia laranja e/ou vermelha as células.

Para a realizacao deste ensaio foi selecionado o extrato BHA70 ¢ as células MDA-MB-

231. As células foram tripsinizadas, contadas e adicionadas em placas de 12 pogos (2x10°
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células/poco), as quais continham uma laminula circular de vidro, estas foram entdo mantidas
por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO 2. Apds esse periodo, as células foram submetidas
ao tratamento com 2 CC50, sendo novamente incubadas por 24 horas. Como grupo controle
foram utilizadas células tratadas com DMSO nas mesmas condi¢des de densidade e tempo.
Posteriormente, o meio de cultura foi retirado e adicionado 500 uL de PBS com 2 pL de solugao
constituida de brometo de etidio (1 mg/mL) e laranja de acridina (300 pg/mL) - ambos Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA - a placa foi coberta com papel aluminio e a solugao foi mantida por 2
minutos em contato com as células. Em seguida, o pogo foi lavado com PBS ¢ a laminula
retirada para observagdo em microscopio de fluorescéncia Olympus BX-FLA (Olympus Co,
Japao) com aumento de 100 e 200x. As imagens foram obtidas através do software Cellsens e
o tipo de morte celular foi identificado visualmente através das caracteristicas inerentes a cada

tipo de morte.

3.5 AVALIACAO DA MIGRACAO CELULAR

A inibi¢do da migragdo celular foi avaliada através do teste de migracdo celular 2D. As
células da linhagem MDA-MB-231 foram adicionadas em placas de 12 pogos (2x10°
células/pogo) em meio de cultivo por 24h para aderéncia. Apoés atingir 70% de confluéncia as
células foram lavadas com PBS e uma fenda foi feita na monocamada de cada pogo com uma
ponteira estéril (p100), causando uma descontinuidade da mesma (109). Em seguida, o meio de
cultura foi retirado e as células lavadas com PBS para eliminar as células desprendidas. Foi
entdo acrescentado meio de cultura fresco e os tratamentos com o extrato BHA70 na ¥2 CC50,
sendo que o grupo controle continha somente o meio de cultura com concentragdo equivalente
de DMSO. Foram obtidas imagens em trés pontos do poco nos tempos 0, 24 e 48 horas ap6s o
tratamento. Entdo, calculou-se a area da descontinuidade feita na monocamada com o auxilio
do software Image]. O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em

porcentagem de migragdo celular em relagdo ao controle + EPM.

3.6 AVALIACAO DA FORMACAO DE COLONIAS

O efeito do extrato BHA70 sobre o potencial replicativo das células foi avaliado com
base no ensaio de formacio de colonia ou ensaio clonogénico (109). Para tal, 5x10? células

foram semeadas em placas de cultura de 6 pogos. Apds 24 h, as células foram incubadas com a
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concentragdo de Y2 CC50 do extrato BHA70 sendo que o grupo controle continha somente o
meio de cultura com concentragdo equivalente de DMSO. Passados 48h de incubagdo, o meio
de cultura contendo o extrato foi retirado, os pogos foram lavados com PBS e 2mL de meio de
cultura foi adicionado. Apds o periodo de 7 dias de experimento as células foram fixadas com
paraformaldeido a 4% (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) e coradas com 400 pL de cristal
violeta 0,25% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). O corante foi retirado e cada pogo foi lavado
2 vezes com agua destilada. As colonias foram identificadas através de analise por microscopio
optico no aumento de 10 x, com trés campos randomizados para cada n. Agregados com mais
de 50 células foram reconhecidos como colonia. Considerou-se os valores referentes ao controle
negativo correspondentes a 100% de viabilidade celular sem a presenca do extrato testado. O
percentual do nimero de colonias nos tratamentos foi calculado em relagao ao controle negativo
de acordo com a seguinte equagdo: Numero de coldnias (%) = (nimero de colonias da amostra
x 100) / nimero de colonias do controle negativo. A formagdo de coldnias foi expressa em

percentagem em relacdo ao controle ndo exposto £ EPM.

3.7 EXTRACAO DE RNA

7x10° células MDA-MB-231 foram incubadas com o extrato BHA70 na concentracio de
72 CC50, sendo que o grupo controle continha somente o meio de cultura com concentragao
equivalente de DMSO. Células foram incubadas por 24 horas em 37,5°C e 5% CO., entdo, o
RNA total foi extraido com TRIZOL (Ambion, Life Technologies, Carlsbad, CA), segundo
orientagdes do fabricante. Apos adi¢do do Trizol, as amostras foram agitadas em vortex por 30
segundos. Apds, foram adicionados as amostras cloroférmio e as mesmas foram agitadas e
incubadas por 15 minutos em gelo. Entdo foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 x g
(4°C) e a fase aquosa foi coletada e transferida para um novo tubo onde adicionou-se alcool
isopropilico. Agitou-se, incubou-se por 15 minutos e centrifugou-se por 15 minutos a 12000 x
g (4°C). O sobrenadante foi removido, o decantado foi lavado com etanol 75% e posteriormente
centrifugados por 5 minutos a 7500 x g (4°C). O sobrenadante foi removido, o decantado foi
seco em temperatura ambiente € o0 RNA foi dissolvido em 30 pL de dgua livre de RNAse
(Qiagen Inc., Missisauga, Ontario, Canada). O RNA extraido foi quantificado por leitura
espectrofotométrica em um NanoVue plus (GE Healthcare, USA) e a pureza foi avaliada através

da razdo 260/280 e 260/230.
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3.8 SINTESE DE CDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit GoScript Reverse
Transcription system (Promega Corporation, Madison, WI, USA), seguindo o protocolo do
fabricante, em um termociclador Veriti (Applied Biosystems, California, USA). Inicialmente
as amostras de RNA foram tratadas com DNAse e utilizou-se 300 ng de RNA para sintese de

cDNA em volume final de 20 ul de cDNA para cada amostra.

3.9 CURVA DE EFICIENCIA DA REACAO DE PCR

Visando determinar a eficiéncia da reagdo de PCR em tempo real, uma curva foi feita
com diferentes concentracdes de cDNA (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32) para todos os pares de
oligonucleotideos (Tabela 2). A amplificagdo foi realizada utilizando o Power SYBR-Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), conforme recomendacdo do
fabricante. A andlise da regressdo linear dos valores de Cts em fun¢do do logaritmo da
respectiva diluicdo forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b) que foi utilizado para

o célculo da eficiéncia da amplificagdo dos produtos.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados na reagdo de qPCR.

Genes  Sense Antisense

GAPDH 5-GTGTCCGTCGTGGATCTGAC-3" 5-GGAGACAACCTGGTCCTCAG-3’
BCL2 5"-AGAGACTCACCAGGGTCTGC-3" 5 -GCACTACCTGCGTTCTCCTC-3’
BLXL 5'-TCAGGAACAGCTATGGGAGC-3" 5 -TTCTAGTCAGCCCTACCCCA-3’
BAX 5"-ACAGGGGCCTTTTTGCTAC-3’ 5'-GAGACACTCGCTCAGCTTCTT-3"
FAS 5'-CTGCGATGAAGAGCATGGTT-3" 5-GCAGCGAACACAGTGTTCACA-3’

3.10 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (qPCR)

Todos os genes propostos foram mensurados por qPCR em tempo real em um
termociclador MX3000P (Stratagene, San Diego, USA), utilizando como reagente Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA). No presente estudo
foram utilizados parametros térmicos ciclicos especificos (10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 30

segundos a 95 °C, 60 segundos a 60 °C, 60 segundos a 72 °C, 60 segundos a 95°C, 30 segundos
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a 60°C e 30 segundos a 95°C) usados para amplificar cada transcrito. As amostras foram
processadas em duplicatas e expressas relativamente a0 GAPDH como gene constitutivo. Os
dados entdo foram normalizados através do método AACt com correcao para a eficiéncia de

amplificacao (116).

3.11 AVALIACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Foram plaqueadas 2x10° células MDA-MB-231 em placa de 12 pogos, que continha
uma laminula circular de vidro no interior de cada poco e incubadas por 24 h a 37°C, com 5%
de CO2. Apos, foram tratadas com o extrato BHA70 na concentragdo de 2 CC50 e incubadas
por mais 4h a 37°C. O grupo controle continha somente o meio de cultura com concentracao
equivalente de DMSO. O tempo de 4h foi escolhido afim de detectar a formacdo de EROs em
etapas iniciais da sua formagdo. Adicionou-se entdo, 10uM de DCFH —DA (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), incubou-se por 30 minutos, lavou-se trés vezes com PBS e retirou-se a laminula
com as cé¢lulas aderidas, que foram observadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX-
FLA (Olympus Co, Japao). Foram obtidas 5 imagens aleatorias de cada laminula em aumento
de 200x. A densidade integrada, area das células e background foram calculadas através do
software Imagel, a fim de obter a fluorescéncia celular total corrigida (CTCF), através da
formula: CTCF = Densidade Integrada — (Area de célula selecionada X Fluorescéncia média de
leituras de fundo). O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em

porcentagem de fluorescéncia emitida em rela¢do ao controle + EPM.

3.12 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA DEFESAS ANTIOXIDANTES

Foram plaqueadas 7x10° células MDA-MB-231 em placas de 6 pogos, mantidas por 24
horas a 37° C com 5% CO- e posteriormente tratadas com o extrato BHA70 na concentragao de
%2 CC50, sendo que o grupo controle continha somente o meio de cultura com concentragao
equivalente de DMSO. Apos 24h do tratamento, as células foram tripsinizadas, lavadas com
PBS, centrifugadas e o sobrenadante ressuspenso em tampao de Lise 1x contendo HEPES
50mM (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, USA), Triton 1% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)., DTT 5mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), aprotinina 2mg/mL (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany), PMSF 200mM (Sigma-Aldrich, Shanghai, China), leupeptina
lug/mL e pepstatina 1pg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), As células foram lisadas por
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20 minutos e centrifugadas em 1500 rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram

utilizados para os ensaios e para dosagem de proteina.

3.13 DOSAGEM DE PROTEINA

A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Lowry. (110). 1 uL de cada amostra
foi adicionado juntamente com agua destilada para volume final de 50 pL. Apos, foi adicionado
150 pL de uma solucdo cupro-alcalina (Na;COs 2%, NaOH 0,4%, tartarato de sodio 2% e
CuS0O4 1%) e incubado em agitagcdo por 10 minutos em temperatura ambiente. Foram entdo
adicionados 15 pL de reagente de Folin 0,4N e incubado em agitagdo por mais 30 minutos. A
leitura foi realizada na multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices, USA) em 750
nm e as concentragdes foram obtidas através de uma curva padrao utilizando albumina sérica

bovina (BSA).

3.14 MENSURACAO DA ATIVIDADE DA CATALASE

A atividade da enzima catalase (CAT) foi mensurada cineticamente através do método
descrito por Aebi (1984) (111). Esta medida se baseia na reagao de decomposi¢ao do perdxido
de hidrogénio (H202) pela ag¢do enzimatica da CAT. Todos os reagentes usados para o ensaio
foram da Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. No dia da andlise, foi preparada uma solucao de H>O>
10mM em tampao fosfato SOmM pH 7,0. Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 100
png/uL de proteina em uma solugdo contendo H202 9,2M. Imediatamente foram efetuadas as
leituras para monitoramento das absorbancias no comprimento onda de 240 nm, a cada 10
segundos, por 5 minutos usando a multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices,
USA). Para o calculo da atividade da CAT empregou-se o coeficiente e extingao molar do

perdxido de hidrogénio com a seguinte formula:

CAT (mmol.minuto™ .ug! ) = ((K) x 60 x dilui¢io) + PTN) x 1000

Sendo, K = coeficiente angular da equacdo de reta obtida de cada amostra; £ = 40 M!
cm !; Diluigdo = 1x; PTN = proteina em pg/pL.
O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem =+

EPM, em relacdo ao controle que foi considerado como 100% de atividade.
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3.15 MENSURACAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUTASE

A atividade da enzima glutationa redutase (GR) foi mensurada pelo método descrito por
Carlberg e Mannervik (112), através da medi¢cdo da taxa de oxidacdo de NADPH que ocorre
devido a redug¢do da GSSG pela GR presente na amostra. Todos os reagentes usados para o
ensaio foram da Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Em meio de reacdo formado por tampao
fosfato 0,1 M; pH = 7,0 ; acido dietilenotriaminopentacético 5 mM; pH = 7,0; glutationa
oxidada (GSSG) 1 mM, NADPH 0,2 mM (todos Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e 100 pg/uL
de proteina. A diminui¢do da absorbancia foi monitorada por espectrofotometria efetuando-se
a leitura cinética a cada 30 segundos, durante 10 minutos em comprimento onda de 350 nm,
usando a multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices, USA).

Para o calculo de GR contida na amostra foi utilizada a seguinte equagao:

GR (mmol.minuto™! .pg ') = (K) x dilui¢do x 1000 x 60) ~ PTN

Sendo, K= coeficiente angular da equacao de reta obtida de cada amostra; Dilui¢ao: 20x;
PTN: (ug.uL™h).
O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em porcentagem + EPM,

de atividade enzimatica em relagdo ao controle que foi considerado como 100% de atividade.

3.16 MENSURACAO DA ATIVDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX)

A atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) foi mensurada pelo método descrito
por Flohé e Gunzler (113), com adaptagdes e todos os reagentes usados para o ensaio foram da
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Tal ensaio baseia-se na dismutagdo do Terc-Butil (t-BuOOH)
pela GPx que forma uma ponte dissulfeto entre duas GSH (GS-SG), que apds volta ao estado
reduzido como 2 moléculas de GSH, pela acdo da GR. A GR reage mediante a oxidagdo de
NADPH, assim, o ensaio ¢ uma medida indireta que consiste em registrar a reducdo de NADPH
em 340 nm. Nesse ensaio o Terc-Butil foi substituido pelo H>O», com a adicdo de NaN3 10%
para impedir a acdo da catalase na reagdo. Para isso 100 ug/uL de proteina foi adicionado ao
meio de reacdo contendo tampao fosfato 0,1M pH 7, NADPH 0,2mM, GR e GSH 1,6mM e

entdo adicionado 5 pL de H2O2 em cada pogo de uma placa de 96 pocgos. Foi realizada a leitura
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cinética em 340nm, a cada 15 segundos por 5 minutos, usando a multileitora Spectramax

(Paradigm; Molecular Devices, USA).

Para a determinacdo da GPx nas axostras foi utilizada a seguinte equagao:

GPx (mmol.minuto™ .pg™! ) = ((K) x dilui¢do x 1000 x 60) + PTN (6)

Sendo, K= coeficiente angular da equacao de reta obtida de cada amostra; € = 6220 M-
em ! Dilui¢do: 1x; PTN: proteina em pg/pL.
O ensaio foi realizado em triplicata e os resultados expressos em porcentagem + EPM,

de atividade enzimatica em rela¢do ao controle que foi considerado como 100% de atividade

3.17 MENSURACAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA TRANSFERASE (GST)

A atividade da enzima Glutationa Transferase (GST) foi mensurada pelo método
descrito por Keen et al., (1976) (114) e todos os reagentes usados foram da Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA. Esta ¢ uma medida indireta onde se verifica o decaimento de um cofator da reacao
chamado CNDB (1-cloro-2, 4-dinitrobenzeno). Para isso em uma placa de 96 pogos foi
adicionado tampao fosfato 0,1M pH 7, 1 uL de CNDB 0,1M e 100 pg/pL de proteina de cada
amostra e GSH 0,05M. Realizou-se a leitura espectofotométrica em 340nm, a cada 20 segundos
por 5 minutos, usando a multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices, USA).

O ensaio foi realizado em triplicata e os valores finais, foram expressos em

porcentagem em relagdo ao controle, que foi considerado como 100% de atitividade de GST.

3.18 MENSURACAO DE TIOIS TOTAIS

O conteudo de tidis totais foi estimado através da reacdo de grupos tidis presentes nas
amostras com o acido ditiobisnitrobenzdico (DTNB). Nesta reacdo forma-se o composto
amarelo (tiolato) que ¢ proporcional ao conteido de GSH e pode ser determinado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 412 nm. Para a sua determinagao, foi utilizada
uma solugdo de GSH 2mM recentemente preparada, tampao fosfato 0,2M pH 8,0 e DTNB
2,525mM. Uma curva padrao de GSH foi realizada, conforme descrito por Tietze (1969) (115).

Foram adicionados aos pocgos da placa, 100 pg/uL, com do tampao fosfato adicionado da GSH.
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Posteriormente, foi adicionado SuLL de DTNB 2,525mM e realizou-se a leitura em 412nm, em
multileitora Spectramax (Paradigm; Molecular Devices, USA).
O ensaio foi realizado em triplicata e os valores finais, foram expressos em

porcentagem em relagdo ao controle, que foi considerado como 100% de tidis.

3.19 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram expressos como média = EPM e as comparagdes entre os grupos
foram realizadas usando Teste T de Student ndo pareado (GraphPad Prism 8) e considerados

significativos quando p<0.05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO VEGETAL

Para 103,62g de bracteas obteve-se 4,37g de extrato BHA70, com um rendimento de
4,21%, para 108,5g de bracteas obteve-se 5,5g de extrato BHA96, com um rendimento de
5,07%, para 108,23g de bracteas obteve-se 2,03g de BAE, com endimento de 1,87%. Para
171,59g de sementes obteve-se 6,93 de extrato SHA96, com rendimento de 4,04%. Os extratos
obtidos das bracteas de araucdria (BHA70, BHA96, BAE) apresentaram maior conteudo
fenolico total quando comparados aos extratos das sementes (SHA96). Os extratos das bracteas
BHA70 e BHA96 apresentaram as maiores concentracdes de compostos fenolicos (1.696,72 +
119,19 mg EAG.100g"' de bricteas e 2.130,82 + 32,48 mg EAG.100g"' de bracteas,
respectivamente), seguidos por BAE (385,37 + 16,6 mg EAG.100g™! de brécteas). O extrato das
sementes SHA96 (18,46 + 1,91 mg EAG.100g"' de bracteas) apresentaram as menores
concentragdes de fenolicos totais neste estudo, sendo seus valores foram de 85 a 170 vezes
inferiores aos dos extratos das bracteas.

As concentragdes obtidas nos extratos das bracteas apresentam valores semelhantes ao
extrato aquoso produzidos no trabalho de Souza et al. (2014) (117), o qual apresentou o valor
de 1586 mg EAG.100g™! de bracteas. Para tal comparagio, as concentragdes dos fendlicos totais
dos extratos do presente estudo foram convertidas para mg EAG.100g! de bracteas. Ressalta-

se que ndo ¢ possivel garantir que as formas de preparo dos extratos usadas neste estudo
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obtiveram uma extragcdo exaustiva dos compostos fenolicos, uma vez que este parametro nao
foi avaliado durante as extracoes.

Compostos fenolicos de importante atividade biologica ja foram encontrados nas
sementes da araucaria, especialmente da classe dos flavonoides, acidos fenolicos e
proantocianidinas (27,118).

Os resultados da caracterizagao obtidos por CLAE-DAD sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados da caracterizacao dos compostos fendlicos presentes nos
extratos de bracteas de 4. angustifolia.

Pico Substincia BHA70 (mg/g) BHA96 (mg/g) BAE
i (mg/g)
1 Acido galico <LOD <LOD <LOD
2 Galocatequina <LOD <LOD <LOD
3 Acido 3.4-dihidroxibenzoico 2.13+0.02 1.33+0.06 ™ 9.56 +0.02"™
4 Catequina 23.24+3.40 24.00+1.28 " <LOD ***
5 2-(4-hidroxifenil)etanol 6.17+0.28 <LOD ™ 7.17+0.19°
6 Acido vanilico 6.27 +0.46 6.27 £ 0.44" 7.377+0.11"
7 Acido cafeico <LOD <LOD <LOD
8 epi-catequina 7.81 £0.06 6.57+0.01 ™ 11.73£0.40™
9 Acido siringico <LOD <LOD <LOD
10 Acido p-cumarico <LOD <LOD <LOD
11 Acido sinapico <LOD <LOD <LOD
12 Acido Fertilico <LOD <LOD <LOD
13 Miricitrina <LOD <LOD <LOD
14 Rutina <LOD <LOD <LOD
15 Acido elagico <LOD <LOD <LOD
16 Miricetina <LOD <LOD <LOD
17 Quercetina <LOD <LOD <LOD
18 Acido cindmico 1.64 +0.03 3.53+£0.05""  4.70+0.12""
19 Kampferol <LOD <LOD <LOD

Concentragdo expressa em mg de substancia por g de extrato polar (apos limpeza do extrato com Hexano). Os
resultados sdo expressos como média + erro padrdo. < LOD: abaixo do limite de detecgdo; Valores de *p<0.05,
**p<0.01, *** p<0.001, ****p <0.0001 foram considerados estatisticamente significativos quando comparados

ao grupo BHA70, ns= ndo significativo, usando Test T de Student. (N=3).

Ao todo, foram identificados seis compostos em BHA70, cinco em BHA96 ¢ BAE. O
acido 3.4-dihidroxibenzoico € o o acido cindmico foram identificados em todos os extratos,
ambos com maior concentracdo em BAE. A catequina foi identificada somente em BHA70 e
BHA96 em concentragdes semelhantes em ambos os extratos. O 2-(4-hidroxifenil)etanol foi
encontrado em BHA70 ¢ BAE.

Os compostos fenolicos rutina e quercetina que foram previamente identificados nas

bracteas da araucdria em estudos de outros autores, ndo foram identificados no presente estudo.

Esses dados podem ser atribuidos, provavelmente, aos diferentes métodos e solventes utilizados
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no preparo dos extratos, bem como aos diferentes métodos usados na identificacdo desses
compostos, 0s quais apresentam diferentes limites de deteccdo e de quantificacdo (103,117-
124).

Assim como em outros estudos o presente trabalho revelou que o flavanol catequina
foi o composto majoritario encontrado nas bracteas de A. angustifolia. A catequina também foi
0 composto majoritario encontrado nos extratos aquosos de pinhdes inteiros sendo identificada
a presenca de catequina em extratos aquosos de pinhdes tanto na casca quanto no interior
(103,117-124). O presente trabalho ¢ o primeiro a relatar a presenca de acido 3,4-
dihidroxibenzobico, acido vanilico, acido cinamico e 2-(4-hidroxifenil) etanol nas bracteas de A.
angustifolia, compostos que foram associados em estudos anteriores a diversas atividades

bioldgicas, como atividade antioxidante, anti-inflamatodria, antitumoral, neuroprotetora, entre
outras (125,126).

42 QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES

Assim como observado na Figura 3, os extratos das bracteas de araucéria apresentaram

as maiores concentragoes de flavonoides totais.

Figura 3. Quantificacdo dos flavonoides presentes nos extratos.
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O extrato BAE (37,42 + 3,51 mg EqQ.g' de extrato) apresentou as maiores
concentragdes de flavonoides, seguido por BHA70 (24,39 + 4,31 mg EqQ.g"! de extrato) e
BHA96 (16,61 + 3,20 mg EqQ.g"! de extrato). Portanto, apesar dos extratos BHA96 e BHA70
apresentarem os maiores teores de fendlicos totais, os dados indicam que o extrato BAE
apresentou maiores teores de compostos da classe dos flavonoides especificamente. Os teores
de flavonoides do extrato das sementes, SHA96 (0,77 + 0,04 mg EqQ.g"! de extrato) foram os
menores entre todos os extratos avaliados, apresentando concentracdes de 23 a 51 vezes

menores em relacao aos extratos das bracteas.

4.3 CITOTOXICIDADE

Os quatro extratos foram testados em duas linhagens tumorais de mama (MCF-7 e MDA-
MB-231) e uma linhagem nao tumoral (HUVEC) ¢ a atividade citotoxica esta representada
como curva dose-resposta nas Figuras 4-6.

Como pode ser observado nas figuras, os extratos de bracteas BHA70, BHA96 ¢ BAE
foram capazes de induzir citotoxicidade de maneira dose-dependente nas duas linhagens
tumorais. Na linhagem nao-tumoral HUVEC os extratos de bracteas BHA70 e BHA96 também
apresentaram citotoxicidade dose-dependente, no entanto, em concentragdes mais elevadas. O
extrato de bractea BAE induziu citotoxicidade dose-dependente de forma semelhante nas
linhagens tumorais e na nao-tumoral. O extrato da semente, SHA96, ndo induziu atividade

citotoxica em nenhuma das linhagens celulares.
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viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redugo do reagente resazurina. Cada ponto representa a média +

EPM dos experimentos realizados. (N=3).

Figura 5. Citotoxicidade dos extratos de bracteas e sementes de 4. angustifolia em
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EPM dos experimentos realizados. (N=3).
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Figura 6. Citotoxicidade dos extratos de bracteas e sementes de 4. angustifolia em
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As células (7,0x103 células/pogo) foram incubadas por 72 horas em concentragdes crescentes e a viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de reducgdo do reagente resazurina. Cada ponto representa a média + EPM dos

experimentos realizados. (N=3).

Os dados de citotoxicidade foram ajustados a uma curva sigmoidal para calcular os

valores de CC50 e os resultados sdo mostrados na Tabela 4. Como pode ser observado na tabela,

os extratos BHA70 e BAE induziram maior atividade citotdxica em todas as linhagens celulares

(menores valores de CC50).

Tabela 4. Valores de CC50 obtidos nos testes de viabilidade celular apds 72 horas do
tratamento com concentragdes crescentes dos diferentes extratos nas diferentes linhagens

celulares.
Extrato MCF-7 MDA-MB-231 HUVEC
BHA70 1434 pg/mL 870 ug/mL 1465 pg/mL
BHA96 >2000 pg/mL >2000 pug/mL 1230 pg/mL
SHA96 >2000 pg/mL >2000 png/mL >2000 pug/mL
BAE 1622 pg/Ml >2000 pg/mL 688 ng/mL

Legenda: BHA70 — Extrato hidroalcodlico 70 de bracteas; BHA96 - Extrato hidroalcoodlico 96 de bracteas; SHA96
— Extrato hidroalcodlico 96 de sementes; BAE - Extrato em acetato de etila de bracteas.

Considerando os valores de CC50 obtidos, calculou-se o indice de seletividade (IS) dos

extratos BHA70 e BAE, ja que estes extratos foram os mais ativos. De acordo com os valores

descritos na Tabela 5, podemos observar que o extrato BAE apresenta IS menor que 1 na
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linhagem MCF-7, ndo sendo interessante como possivel candidato a farmaco antitumoral por
apresentar pouca seletividade em células tumorais, ndo sendo possivel calcular o IS deste
extrato para a linhagem MDA-MB-231 pois o mesmo nao apresentou CC50 nesta linhagem. O
extrato BHA70 apresentou nenhuma seletividade para as linhagens de cancer de mama MCF-7

e indice de seletividade 1,7 para MDA-MB-231.

Tabela 5. Valores de Indice de Seletividade (IS) dos extratos BHA70 e BAE nas
linhagens tumorais.

Extrato MCF-7 MDA-MB-231
BHA70 1,0 1,7
BAE 0,42 NC

Legenda: NC - ndo calculado.

As células do endotélio vascular desempenham um papel critico no progresso
fisiologico e patoldgico, pois servem como a principal barreira entre o compartimento
intravascular e os tecidos extravasculares (127). As células endoteliais sao o alvo primario de
muitos agentes quimicos. Muitos agentes quimicos antitumorais ndo podem ser usados na
clinica por sua citotoxicidade em células endoteliais. Aqui descobrimos que o extrato BHA70
mostrou potencial efeito citotoxico de maneira seletiva, diminuindo a viabilidade de células
tumorais MDA-MB-231. Nossos resultados parciais estdo de acordo com estudos que
demonstraram a mesma capacidade antitumoral seletiva de extratos de bracteas em células
tumorais de laringe Hep-2 (27,28,32). Essa seletividade ¢ um fator importante na terapia do
cancer e produtos naturais que apresentam essa seletividade sdo promissores candidatos no
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos (28,31,32). Da mesma forma outros autores
avaliaram a atividade citotoxica de um extrato etanolico de cascas de sementes A. angustifolia,
sendo que este ndo apresentou citotoxicidade para células normais, mas apresentou atividade
citotoxica em relagdo as linhagens celulares tumorais de pulmao, colo do utero, hepatocelular
e carcinoma de mama. Tal atividade pode ser atribuida aos compostos existentes nos extratos,
como os fenolicos e flavonoides (119).

Considerando os resultados obtidos, os ensaios posteriores de avaliagdo de mecanismo
de acdo foram realizados utilizando a linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 e o extrato

BHA70 na concentragao de 2 CC50, que nao induziu citotoxicidade em células HUVEC.
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4.4 TIPO DE MORTE CELULAR

O método de coloracao pelos corantes fluorescentes brometo de etidio e laranja de
acridina (BE/LA) permite a diferenciagdo e visualizagdo de células viaveis daquelas em
processos de morte por necrose ou apoptose.

Neste estudo, foi possivel visualizar no grupo controle células com forma e tamanho
caracteristicos da linhagem celular, com prologamentos preservados, estruturas nucleares
verdes, redondas e intactas (Figuras 7 e 8A). Ja nas imagens do grupo tratamento, as células se
tornam mais arredondadas, multinucleadas ¢ com volume aumentado, com condensagao da
cromatina nuclear, sendo possivel a identificagao de alteragdes caracteristicas de apoptose, tais
como, formacdo de prolongamentos na membrana celular (“blebs” da membrana),
fragmentacdo do DNA, condensa¢do da cromatina e a formacdo de corpos apoptdticos. Os
resultados ainda demonstraram células em apoptose tardia com 4areas alaranjadas e
fragmentacdo do DNA e células necroticas apresentam um nucleo homogéneo e avermelhado

(Figuras 7 e 8B).

Figura 7. Avaliagao do tipo de morte celular.

Os ensaios foram realizados apds 24 horas de incubag@o com o extrato BHA70. Controle (A), BHA70 (B). As
células foram coradas com laranja de acridina e brometo de etideo. As setas brancas representam as células em
apoptose, enquanto as setas laranjas representam as células em apoptose tardia/necrose. Imagens representativas
de um experimento. Aumento de 100x. (N=3).
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Figura 8. Avalia¢do do tipo de morte celular.

Os ensaios foram realizados ap6s 24 horas de incubagdo com o extrato BHA70. Controle (A), BHA70 (B). As
células foram coradas com laranja de acridina e brometo de etideo. As setas brancas representam as células em
apoptose, enquanto as setas laranjas representam as células em apoptose tardia/necrose. Imagens representativas
de um experimento. Aumento de 200x. (N=3).

Conceitualmente, a apoptose pode ser considerada como um mecanismo protetor para
o controle da homeostase tecidual. Por exemplo, no contexto do cancer, a apoptose representa
uma barreira para a formagdo do cancer, impedindo a sobrevivéncia e proliferacao de células
pré-cancerosas. Consequentemente, a redugdo da morte celular apoptotica pode contribuir para
a carcinogénese e progressao do cancer (5). Assim, este € caraterizado pela capacidade de
escape da apoptose para crescer e sobreviver (6). Nesse sentido o direcionamento terapéutico
para a apoptose representa um caminho promisor para o desenvolvimento de novos agentes
quimioterdpicos (128). Embora a apoptose seja o principal tipo de morte celular desejado na
quimioterapia, recentemente, a necrose foi considerada interessante para o tratamento de células
tumorais que desenvolvem mecanismos distintos para escapar da maquinaria da apoptose. Ao
contrario da apoptose, a necrose que ocorre apds um estresse metabolico ou terapéutico resulta
de um comprometimento bioenergético que leva a morte celular rdpida. Embora a apoptose seja
em grande parte silenciosa ou imunossupressora, a morte celular necrotica induzida por terapia
inicia uma resposta imune as células tumorais. Ainda estd em debate se a inflamagdo associada
a necrose ¢ desejavel ou leva a um maior crescimento do tumor. (129).

Nossos resultados estdo de acordo com Branco et.al., 2015 (28) que verificaram que o
extrato aquoso de bracteas de A. angustifolia apresenta efeitos antiproliferativos seletivos
através de ativagdo apoptose em células cancerigenas HEp-2 da laringe humana. Outros estudos
mostram que os polifendis possuem propriedades antitumorais e indutoras de apoptose em

diferentes linhagens tumorais de cancer (130-136).
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4.5 INIBICAO DE MECANISMOS MIGRATORIOS

A migragdo celular ¢ uma das caracteristicas principais em neoplasias e esta inter-
relacionada a malignidade. A migragdo celular pode ser avaliada in vitro através do ensaio de
scratch (108).

Conforme se observa na Figura 9, os resultados deste experimento mostraram que o
tratamento foi capaz de diminuir a migragdo celular de MDA-MB-231 ap6s 24 ¢ 48 horas do
tratamento. A reducao na migracao celular, como pode ser observada na Figura 10 (painel B),
¢ caracterizada pela presenca da abertura entre as lacunas de células. No grupo controle, as
células foram capazes de migrar, diminuindo a distancia criada pelo risco quase fechando a
lacuna, em relacdo ao tempo 0 horas. O tratamento com BHA70 inibiu quase que
completamente a migragdo das células, visto que a lacuna tem em média o mesmo tamanho do
tempo 0 horas. Apods as 48 horas de incubagdo com o BHA70 a inibi¢do da migragdo tornou-se

ainda mais pronunciada, percebendo-se também alteracdes de forma e tamanho celular.

Figura 9. Avalia¢do da migracao celular apds 24 e 48h de incubagdo com o extrato.
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Células confluentes foram tratadas com o BHA70 A quantificagdo da migragdo celular das imagens foi avaliada
pelo programa ImageJ e foi comparada com o tempo 0 considerado como 0% de migracdo. Valores de *p<0,05,
foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle, usando Test T de
Student. (N=3).
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Figura 10. Avaliagdo da migragdo celular ap6s 24 e 48h de incubagdo com o extrato.

A B

Controle (A) e BHA70 (B). A quantificagdo da migracdo celular das imagens foi avaliada pelo programa ImageJ
e foi comparada com o tempo 0 considerado como 0% de migracdo. Aumento de 400x. Imagens representativas
de um experimento (N=3).

Sabe-se que a metastase tumoral ¢ a principal causa de mortalidade em pacientes com
cancer de mama. A metastase ¢ um processo de varias etapas. As células de cancer de mama
MDA-MB-231, uma linhagem celular de carcinoma de mama humano altamente metastatica,
sdo amplamente utilizadas como modelo para estudar metéstases de células de cancer de mama
(137). Aqui descobrimos que o BHA70 inibiu notavelmente a migracao de células MDA-MB-
231, o que sugere uma boa capacidade do extrato em inibir a metastase de células de cancer de
mama.

Em estudo do potencial antitumoral da prépolis chinesa, a qual possui
predominantemente na sua composi¢do quimica flavonoides e compostos fendlicos, foi
observado também a inibicdo da migra¢do de células MDA-MB-231 (138). Ainda outros
estudos recentes, com extratos contendo flavonoides e compostos fenolicos, obtiveram
resultados semelhantes de inibicdo de migracao celular em diferentes linhagens tumorais (139-

141).

4.6 INIBICAO DA FORMACAO DE COLONIAS
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A capacidade das células de sofrer proliferagdo ilimitada ¢ testada por sua capacidade
de formar uma colonia, e o ensaio de formac¢ao de colonias (Figura 11) determina a propor¢ao
de células que sobrevivem a um determinado tratamento nas condi¢des utilizadas, avaliando

assim sua sensibilidade a tratamentos citotoxicos (142).

Figura 11. Avaliacdo da formacao de colonias apds 48h de incubacdo com o extrato

BHA70.

Controle (A) e BHA70 (B). 5x10? células foram incubadas com o BHA70. Apés 48h de incubagdo, o meio de
cultura contendo os extratos foi retirado, os pogos foram lavados com PBS ¢ adicionado meio de cultura. A
contagem de coldnias foi feita em microscopio optico no aumento de 10 x, com trés campos randomizados para
cada n, ap6s 7 dias. Agregados com mais de 50 células foram reconhecidos como colonia. A formagdo de
colonias foi expressa em percentagem em relacdo ao controle ndo exposto + EPM. Imagens representativas de
um experimento (N=3).

Nesta avalia¢do, como pode-se verificar nas Figura 12, o extrato BHA70 induziu uma
diminuicdo de 92,63 % da proliferacdo das células MD-MB-231 quando comparado ao

controle.
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Figura 12. Avaliagdo da formagdo de colonias apo6s 48h de incubacdo com o extrato
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Controle (A) e BHA70 (B). 5x10? células foram incubadas com o BHA70. Apos 48h de incubagio, o meio de
cultura contendo os extratos foi retirado, os pogos foram lavados com PBS ¢ adicionado meio de cultura. A
contagem de coldnias foi feita em microscopio optico no aumento de 10 x, com trés campos randomizados para
cada n, ap6s 7 dias. Agregados com mais de 50 células foram reconhecidos como colonia. A formagéo de
colodnias foi expressa em percentagem em relagdo ao controle ndo exposto = EPM,. Valores de ****p <0.0001
foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle, usando Test T de
Student (N=3).

A inibi¢do do crescimento de células malignas tem sido estudada principalmente em
culturas de monocamada. Pesquisadores estudando o metabolito flavonoide acido 2.4,6-
trihidroxibenzoico, perceberam também a inibi¢ao da proliferacdo celular em células MDA -
MB-231 através de ensaio clonogénico (143). Da mesma forma KIM et al. (2022) (144)
descobriram que o extrato de polpa de banana, que contém catequina, epicatequina e, acido
cindmico, assim como o BHA70, exerce inibicdo dose-dependente da formacao de colonias em
células MDA-MB-231. Ainda, SMITH et al. (2016) (145) viram que células MDA-MB-231 e
MDA-MB-468 tratadas com fisetina (3,3',4',7-tetrahidroxiflavona), um flavonoide encontrado
em varias frutas e vegetais, tiveram também a formacdo de colonias reduzida. Outros
pesquisadores viram que o mel de manuka, rico em compostos fendlicos, exerceu um efeito
inibitorio significativo na capacidade de formagao de coldnias de longo prazo de células MDA-
MB-231. Acredita-se que as propriedades antiproliferativas e pro-apoptoticas do mel e de
outros extratos fitoquimicos, nas células cancerigenas, se devam principalmente aos seus

constituintes de compostos fenolicos, incluindo, entre outros, crisina, luteolina, quercetina,

catequina e ésteres de acido cafeico (146).
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4.7 EXPRESSAO GENICA POR PCR QUANTITATIVO
A fim de elucidar por qual via apoptotica 0o BHA70 causa a morte celular, foi analisada
a expressdo relativa de diferentes genes envolvidos na apoptose, a qual esta representada na

Figura 13.

Figura 13. Efeito do BHA70 na expressao dos genes BLCL2, BCLXL, BAX e Fas.
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As células foram incubadas com o extrato por 24h. A avaliagdo da expressdo génica foi realizada por
PCR quantitativo em tempo real utilizando GAPDH como controle endogeno. Cada barra representa a Média +
EPM (N=3). Os dados foram expressos em relagdo ao controle de células sem tratamento considerado 100%.
Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ****p <0.0001 foram considerados estatisticamente significativos quando
comparados ao grupo controle, usando Test T de Student (N=3).

Nossos resultados mostraram que o tratamento com o extrato BHA70 induziu reducao
estatisticamente significativa na expressao dos genes antiapoptoticos BCL2 ¢ BCLXL e uma
tendéncia (estatisticamente ndo significativa a aumento na expressdo do gene pro-apoptotico
BAX.). A via intrinseca da apoptose ¢ marcada pela perda da integridade mitocondrial, a qual ¢
medida em termos de relagdo BAX/BCL2, ocorrendo entdo a liberagdo de citocromo-c e perda
de potencial de membrana mitocondrial (147). A relacdo BAX/BCL?2 foi de 6,44 = 1,63 ™

(Figura 14) neste sentido, percebemos que o extrato BHA70 foi capaz de atuar nestes fatores

relacionados a apoptose intrinseca, aumentando a relacdo BAX/BCL2 no grupo tratado.
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Figura 14. Efeito do BHA70 na relacio BAX /BLCL2.
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As células foram incubadas com o extrato por 24h. A avaliag@o da expressio génica foi realizada por
PCR quantitativo em tempo real utilizando GAPDH como controle endégeno. Cada barra representa a Média +
EPM (N=3). Os dados foram expressos em relacdo ao controle de células sem tratamento considerado 100%.
Valores de ™p< 0,0686 nao considerados estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle,
usando Test T de Student (N=3).

Um desequilibrio entre a familia de proteinas BCL2, em favor dos membros anti-
apoptoticos, ¢ um fenomeno que ocorre frequentemente em células cancerosas. A
superexpressao de BCL2 ou BCLXL antiapoptotico provavelmente ocorre em mais da metade
de todos os tipos de cancer (148,149).

Os protocolos anticancerigenos atuais usados na clinica, como radioterapia e
quimioterapia, visam eliminar as células tumorais que proliferam rapidamente, ativando
principalmente a apoptose. Nesse contexto, a superexpressdo de BCL2 e BCLXL e a perda de
BAX e/ou BAK tem sido associada a resisténcia adquirida de tumores a radiagdo e quimioterapia.
Portanto, tem sido proposto que a diminui¢do da expressdao dos membros da familia BCL2 anti-
apoptdticos ou a superexpressdo dos pro-apoptdticos poderiam possivelmente restaurar a
maquinaria apoptotica intrinseca nas células tumorais e sensibilizar esses tumores a
quimioterapia e radioterapia (150).

Nossos resultados estdo de acordo com BRANCO et. al., (2015) (28) que em suas
pesquisas verificaram que a expressdao de BAX foi significativamente aumentada apds o
tratamento com o extrato de bracteas de Araucaria angustifolia. L1 et al. (2021) (135) também
verificaram em células MDA-MB-231 tratadas com o flavondide anmelipsina, um aumento de

BAX e diminuicdo de BCL2. Outro estudo com células MDA-MB-231 e tamaras de Ajwa
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(Phoenix dactyliferal), também composta de fendlicos e flavonoides, incluindo catequina,
obteve o mesmo resultado (134). Estudos avaliando outras espécies vegetais contendo
flavonoides e polifendis, em células de cancer de mama, encontraram os mesmos resultados
(150,151).

Além da via intrinseca, a apoptose pode ser desencadeada por ligantes que se ligam a
receptores de morte celular como Fas ou TRAIL, localizados na membrana citoplasmatica. O
complexo ligante-receptor recruta outros fatores citosolicos, como a caspase-8, formando um
complexo de sinalizac¢ao indutor de morte (DISC), que cliva e ativa a caspase-3 efetora (64).

Virios estudos mostraram que quimioterapicos, como a doxorrubicina por exemplo,
resultam em maior expressao de Fas e FasL e aumento da suscetibilidade das células expostas
a esses agentes a morte celular apoptdtica dependente de Fas (152).

Em nosso estudo verificamos uma diminui¢do na expressao do receptor de morte Fas.
Ha evidéncias de que a regulagdo transcricional por p53 modula a expressdo de Fas ¢ FasL
apods danos no DNA, sendo que a presenca de p53 funcional do tipo selvagem estd intimamente
ligada a indugdo eficiente de apoptose mediada por Fas em muitos tipos de células (153-157).

Tendo em vista que a linhagem celular MDA-MB-231 apresenta mutacdo no gene p53,
o ndo aumento de Fas pode estar relacionado a isso (155,158-165). No entanto, 0 mecanismo
que levou a sua diminuicdo da sua expressdo ¢ desconhecido e precisa ser melhor estudado.
Para confirmar que ndo hé a participa¢ao da via extrinseca da apoptose no mecanismo de agao
de BHA70, uma avaliacdo da atividade de caspase-8 precisaria ser realizada. Apenas com 0s

resultados atuais, sugere-se que ndo ha envolvimento da via extrinseca da apoptose.

4.8 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

As espécies reativas, que incluem principalmente espécies reativas de oxigénio (EROs),
sao produtos gerados como consequéncia de reagdes metabdlicas nas mitocondrias de células
eucaridticas. Baixos niveis de EROs geralmente estimulam a proliferagdo e sobrevivéncia
celular, enquanto niveis excessivos induzem estresse oxidativo e levam a morte celular através
da diminuicdo da capacidade antioxidante, gerando disfuncdo mitocondrial, oxidacao de
proteinas e lipidios e dano ao DNA, assim desencadeando moléculas de sinalizagdo pro-

apoptotica (166, 167).



57

As implicacdes para a regulacdo das EROs sdo altamente significativas para a terapia
do céancer, porque as drogas radioterapicas e quimioterapicas comumente modulam a
quantidade das EROs (76).

Nossos resultados, demonstrados nas Figura 15 e 16 constatam que o extrato BHA70
induziu a formag¢ao de EROs no grupo tratado com o extrato BHA70, sendo quase 4 vezes

superior ao grupo controle.

Figura 15. Avaliagao de espécies reativas de oxigénio por DCFH-DA.

Os ensaios foram realizados apos 4 horas de incuba¢do com o extrato. Controle (A), BHA70 (B). Aumento de
200x. Imagens representativas de um experimento (N=3).

Figura 16. Efeito do tratamento na produgdo de espécies reativas de oxigénio por DCFH-DA.
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As células (2x10°) foram incubadas com o extrato por 4h. Os dados foram obtidos em fluorescéncia celular e
foram expressos em porcentagem de EROs em relag@o ao controle sem Tratamento. Cada barra representa a
Média + EPM (N=3). Valores de *** p<0,001 foram considerados estatisticamente significativos quando
comparados ao grupo controle, usando Test T de Student. (N=3).
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Um estudo mostrou que o tratamento com o flavonoide epicatequina, um dos
compostos identificados no BHA70, levou a diminui¢ao na viabilidade das células MDA-MB-
231 e MCF-7, através da indugao de apoptose via produgao de EROs (168). Extratos de Phoenix
dactylifera, rico em polifendis, incluindo a catequina produziram efeito semelhante em células
MDA-MB-231. (134).

Estudos com extrato da planta Argemone mexicana revelaram que este induziu a morte
celular em células de carcinoma epidermoide via EROs e ativagdo da via apoptdtica mediada
por p53, que pode ser atribuida a presenca de polifendis em sua composi¢ao, sendo
identificados: acido cafeico> epicatequina> kaempferol> 4cido clorogénico> acido galico>
catequina> acido elagico>umbeliferona> quercetina> acido cumarico (169).

Diversos estudos com extrato de semente de uva, e também com cha verde, ambos
ricos em polifendis como a catequina ¢ a epicatequina, demonstraram a indug¢dao de morte
celular apoptética através da produgdo de EROs em diferentes tipos de cancer (170-174).

Um extrato de sementes de Eugenia involucrata DC, rico em catequina ¢ a
epicatequina, exibiu atividade antitumoral em uma linha celular de cancer pancreatico (PANC-
1) também através do aumento da produciao de EROs (175).

O extrato de semente de agai, rico em flavonoides, apresentou efeitos citotdxicos
contra tumor de mama em células MCF-7 e aumentou a produ¢do de EROs (176).

A atividade antitumoral do BHA70, foi provavelmente relacionada ao contetido de
compostos fenodlicos especificos (epicatequina, catequina e 4cido cindmico) com efeitos

antitumorais ja relatados anteriormente.

4.9 DEFESAS ANTIOXIDANTES E TIOIS TOTAIS

Apos a verificacdo da geracdo de EROs induzida pelo extrato, avaliou-se também o
efeito do mesmo sob diferentes defesas antioxidantes. Conforme se observa na Figura 17 nossos
resultados mostram que houve uma tendéncia (ndo significativa) a diminui¢do da GPx para o
grupo exposto ao extrato BHA70 e diminuicdo acentuada das demais defesas antioxidantes

analisadas.
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Figura 17. Efeito do BHA70 na atividade das enzimas antioxidante em células MDA -

MB231.
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6x10° células foram incubadas com o tratamento por 24 horas. As células foram lisadas e as atividades
enzimaticas foram avaliadas espectrofotometricamente. Cada barra representa a Média = EPM. Os dados foram
expressos em porcentagem em relacio ao controle. Valor de ****p <0.0001 foram considerados estatisticamente
significativos quando comparados ao grupo controle, usando Test T de Student. (N=3).

O decréscimo nas enzimas GST, CAT, GPx e GR pode ser explicado pela grande
demanda dos sistemas antioxidantes das células devido ao aumento da produg¢dao de EROs
gerada pelo extrato, o qual excedeu as capacidades detoxificantes das enzimas, levando-as a
exaustdo enzimatica, ou ainda pode ser por um efeito direto do extrato na atividade delas ou na
expressao génica (que ndo foi avaliada). Com relagdo tendéncia ndo significativa a baixa da
Gpx pode ter ocorrido pelo fato de que essa enzima age em concentragdes menores de EROs,
enquanto CAT age quando ha altas concentragdes como nos resultados obtidos.

Quanto aos tiois totais, houve uma tendéncia a diminui¢do (ndo significativo),
conforme se observa na Figura 18. Porém os ti0is totais incluem os proteicos € nao proteicos,

ndo sendo uma mensuragao fidedigna de glutationa.
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Figura 18. Efeito do BHA70 na concentracdo de Tiois Totais em células MDA-MB-231.
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6x10° células foram incubadas com o tratamento por 24 horas. As células foram lisadas e as atividades
enzimaticas foram avaliadas espectrofotometricamente. Cada barra representa a Média = EPM. Os dados foram
expressos em porcentagem em relagdo ao controle. (N=3).

BRANCO et al. (2015, 2016, 2019) também observaram citoxicidade relacionada a
deplecdo nas defesas antioxidantes enzimaticas (CAT) nas células tumorais HepG2 tratadas
com o extrato de bréacteas de A. angustifolia. Ainda, avaliaram os efeitos toxicos desse extrato
na biologia e no desenvolvimento da lagarta veludo, Anticarsia gemmatalis. Em seu estudo
mostraram que a atividade de CAT foi significativamente diminuida em todas as concentragdes
de tratamento indicando um esgotamento nas defesas antioxidantes, tendo como consequéncia
a diminuicdo da viabilidade larval atribuida pelos autores a geragao de altos niveis de EROs e
desequilibrio redox celular (27,28,31).

GIRALDELO et, al. (2020) em pesquisas com o extrato de sementes de E. involucrata,
rico em flavonoides, também verificaram decréscimo na atividade da GPx e o atribuiram a
inibi¢do direta sobre a enzima ja que GPx pode ser inativada por diversas substancias in vitro e
ainda, que o aumento dos niveis de H>O» resultante dessa queda, pode agir como segundo
mensageiro e regular a expressao de genes antiapoptdticos (175).

Algumas pesquisas relacionam o efeito antitumoral com a gerag¢do de altos niveis de
EROs, que acabam exaurindo as defesas antioxidantes, como a deple¢do dos niveis de

glutationa (GSH) induzindo a apoptose (80,81).
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THANGAVELU et al. (2022) em suas pesquisas em células HepG2, avaliaram o
potencial antitumoral de extratos etanolicos de Acdcia catechu, a qual contém varios compostos
bioativos como afzelechina, catequina, epicatequina, kaempferol, quercetina e rutina (136).

O tratamento induziu a citoxicidade e diminuiu significativamente (p <0,001) o
conteudo de GSH em comparagdo com o controle, sugerindo que o aumento da geracdo de
EROs com uma diminui¢ao concomitante dos antioxidantes intracelulares pode ser responséavel
pela citotoxicidade mediada pelo estresse oxidativo induzida pelo extrato

Portanto, nossos resultados sugerem que o tratamento com o BHA70 desencadeou um
mecanismo que sobrecarrega os sistemas de defesas antioxidantes, manifestando-se como uma
diminui¢do consideravel nas atividades e dos niveis de CAT, GR, GST, GPx e GSH (ti6is

totais).
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho permite-nos concluir que o extrato hidroalcoolico de bracteas
(BHA70) foi capaz de induzir citoxicidade de maneira dose-dependente em linhagem tumoral
de mama e mostrou efeito citotdxico seletivo. O extrato induziu predominantemente apoptose
pela via intrinseca envolvendo a ativacao de proteina pro-apoptotica (BAX) e inativacao de
proteinas anti-apoptodticas (BCLXL e BCL-2). O efeito do extrato também demonstrou estar
relacionado a indugdo de estresse oxidativo evidenciado através de um desbalanco entre a
geracdo de EROS e a diminuicdo de defesas antioxidantes como glutationa peroxidase,
glutationa s-transferase, glutationa redutase e atividade de catalase.

A atividade antitumoral do extrato BHA70, foi provavelmente relacionada ao
conteudo de compostos fenolicos especificos (epicatequina, catequina e acido cindmico) com
efeitos antitumorais previamente relatados na literatura.

Em suma, os resultados apresentados sugerem que o extrato das bracteas de Araucaria
angustifolia sdo promissores para a continuidade das investigacdes de novos farmacos

antitumorais.
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APENDICE A — Curva de Eficiéncia da gPCR
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Visando determinar a eficiéncia da reacdo de PCR em tempo real, uma curva foi feita

com diferentes concentragdes de cDNA (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 ¢ 1:32) para todos os pares de

oligonucleotideos (Tabela 6). Também nos forneceu base para escolha da diluicdo que foi

realizada em 1:4.

Tabela 6. Curva de Eficiéncia Primers da qPCR

Primer Threshold Ct (dR) Quantity RSq Slope (dR) LOG ] Diluicio Eficiéncia
(dR) (nanomoles) (dR)

GAPDH 3634417 25,71 100,00 0,995 -3,592 2 1:2
3634,417 26,45 50,00 0,995 -3,592 1,69897 1:4 89,84%
3634,417 27,73 25,00 0,995 -3,592 1,39794 1:8
3634,417 28,81 12,50 0,995 -3,592 1,09691 1:16 1,90
3634,417 29,93 6,25 0,995 -3,592 0,79588 1:32

FAZ 928,347 28,71 100,00 0,928 -3,365 2 1:2
928,347 29,17 50,00 0,928 -3,365 1,69897 1:4 98,23%
928,347 30,16 25,00 0,928 -3,365 1,39794 1:8
928,347 30,85 12,50 0,928 -3,365 1,09691 1:16 1,98
928,347 32,94 6,25 0,928 -3,365 0,79588 1:32

BCL2 5880,95 30,18 100,00 0,962 -3,266 2 1:2
5880,95 31,24 50,00 0,962 -3,266 1,69897 1:4 102,39%
5880,95 32,72 25,00 0,962 -3,266 1,39794 1:8
5880,95 33,55 12,50 0,962 -3,266 1,09691 1:16 2,02
5880,95 33,94 6,25 0,962 -3,266 0,79588 1:32

BAX 1400,547 27,94 100,00 0,995 -3,896 2 1:2
1400,547 29,1 50,00 0,995 -3,896 1,69897 1:4 80,58%
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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1:16 1,81
1:32
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1:4 104,94%
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1:32

A andlise da regressao linear dos valores de Cts em func¢do do logaritmo da respectiva

dilui¢do forneceu o coeficiente angular da reta (a, em y=ax+b) que foi utilizado para o céalculo

da eficiéncia da amplifica¢ao dos produtos.
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Figura 19. Coeficiente angular da reta do GAPDH
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)
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Figura 20. Coeficiente angular da reta do FAS
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021)

Figura 21. Coeficiente angular da reta do BCL2
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Figura 22. Coeficiente angular da reta do BAX
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Figura 23. Coeficiente angular da reta do BCLXL
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