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RESUMO

O cancer estd entre as causas mais freqiientes de morte no mundo. E
considerado um importante problema de satde publica em paises desenvolvidos
e em desenvolvimento, sendo a segunda causa de morte no Brasil e no mundo,
superado somente pelas doencas do sistema cardiovascular. Apesar disto até o
momento ndo existe uma terapia efetiva para o tratamento de todos os tipos de
cancer além de que a maioria dos quimioterapicos em uso apresentam elevada
toxicidade. Esforcos vém sendo dirigidos no sentido de desenvolver farmacos
antitumorais tdo ou mais eficazes do que os quimioterdpicos j& disponiveis,
porém com menor toxicidade e potencial para desenvolver resisténcia
terapéutica. Muitos dos medicamentos utilizados atualmente resultaram da
purificacdo de produtos naturais, principalmente vegetais. Neste contexto, o
presente projeto objetivou avaliar o potencial antitumoral de Cordia verbenacea
planta medicinal brasileira, vulgarmente conhecida como erva baleeira que é
popularmente utilizada em Santa Catarina para tratamento de tumores e
inflamagdes. Para se atingir tal objetivo foram realizados experimentos para
avaliar a atividade citotoxica e antiproliferativa in vitro e antitumoral in vivo.
Para tanto, realizou-se os ensaios de viabilidade celular (MTT) em células de
tumor ascitico de Ehrlich (TAE) e MCF-7, proliferagdo celular (incorporacdo de
[*H] timidina) e capacidade pré-poptética (Brometo de etidio/Laranja de
acridina (BE/LA)) em células TAE. Além disso, verificou-se o possivel efeito
dos extratos sobre 0 DNA plasmidial (atividade nucleésica) assim como a
capacidade protetora do extrato sobre 0 DNA (com a geragdo de espécies
reativas de oxigénio com Fe-EDTA). Foi avaliada a expressdo da COX-2
através de Wertern blot em células MCF-7. A determinagdo da atividade
antitumoral in vivo foi realizada em camundongos Balb/c inoculados com o
TAE e tratados com extrato bruto (EB) e supercritico (ESC) nas concentracdes
de 37,5; 75 e 150 mg/Kg. Nos ensaios do MTT e incorporagdo de timidina
triciada os resultados demonstraram que o EB e ESC reduziram de maneira
significativa a viabilidade e proliferacdo celular. A coloragdo com BE/LA
revelou que o provavel tipo de morte celular induzida pelos tratamentos trata-se
de apoptose, uma vez que a grande maioria das células adquiriram uma
coloracdo laranja-avermelhada, caracteristica de células apoptéticas. Os extratos
mostraram-se ineficazes no teste de ativacdo nucledsica. O ESC foi capaz de
reduzir significativamente a expressdo da COX-2 em células MCF-7. Os
ensaios in vivo demonstram que tanto EB quanto ESC apresentaram efeitos
antitumorais, sendo os melhores resultados observados para a dose de 150
mg/Kg. O tratamento com os extratos também causou importante inibicdo do
crescimento tumoral nos camundongos, principalmente o0 ESC. EB e ESC
elevaram a proporcdo de células invidveis/vidveis em mais de duas vezes
quando comparado ao controle negativo. EB e ESC aumentaram o tempo médio
de sobrevida e a concentracdo de GSH. De acordo com os resultados podemos
concluir que ESC apresentou atividade antitumoral mais potente que o extrato



bruto. Os resultados obtidos foram favoraveis a valida¢do da utilidade de C.
verbenacea como potencial agente antitumoral. Além disso, foi considerado que
0 método de extracdo supercritica pode aprimorar a atividade antitumoral de C.
verbenacea, como demonstrado com os resultados apresentados acima, uma vez
que estes efeitos provavelmente se devam a presenca de o-humuleno e f-
cariofileno presente nos extratos, especialmente no extrato supercritico.
Também a partir dos resultados obtidos podemos supor que um possivel
mecanismo de agdo antitumoral dos extratos possa ser a redugdo da expressdo
da COX-2, o que poderia levar a um bloqueio da sobrevivéncia celular e
inducéo da apoptose.

Palavras-chave: Cordia verbenacea; Atividade antitumoral; Antiproliferativo;
Apoptose; Tumor ascitico de Ehrlich; COX-2; Extracdo supercritica.



ABSTRACT

Cancer is among the most frequent causes of death worldwide, being the second
death cause in Brazil and in the world, exceeded only by diseases of the cardic
system. Nevertheless, until now there is no effective therapy for the treatment of
all type of cancer while most chemotherapic agents in use are highly toxic.
Efforts are being directed towards developing anticancer drugs more effective
than the chemotherapy drugs already available, but possessing less toxicity and
potential to develop resistance to treatment. Many drugs used today resulted
from the purification of natural products, especially plants. In this context, this
project aimed to evaluate the antitumor potential of the Brazilian medicinal
plant Cordia verbenacea, commonly known as grass whaling, wich that is
popularly used in Santa Catarina for the treatment of tumors and inflammation.
Experiments were performed to evaluate the cytotoxic and antiproliferative
activity in vitro and in vivo antitumor. Tests of cell viability (MTT) in cells of
Ehrlich ascites tumor (EAT) and MCF-7 cell proliferation (incorporation of [*H]
thymidine) and of pro-poptética (ethidium bromide / Orange acridine (BE /
LA)) in cells TAE. Moreover, the possible effect of the extracts on plasmid
DNA (nuclease activity) and the protective ability of the extract on the DNA
(with the generation of reactive oxygen species with Fe-EDTA) was avaliaded.
The expression of COX-2 was verified through Wertern blot in MCF-7 cells.
The determination of antitumor activity in vivo was performed in Balb /C mice
inoculated with Ehrlich ascites carcinoma (EAC) and treated with crude (CE)
and supercritical extracts (SFE) at concentrations of 37.5, 75 and 150 mg / kg.
Assays of MTT and incorporation of thymidine showed that SFE and CE
significantly reduced viability and cell proliferation. Staining with EB / LA
revealed that the most probable type of cell death induced by treatments is
apoptosis, since the majority of cells acquired a reddish-orange colour,
characteristic of apoptotic cells. The extracts showed to be ineffective in testing
nuclease activation. SFE was able to significantly reduce the expression of
COX-2 in MCF-7 cells. In vivo test revealed that both SFE and CE showed
antitumor effects, and the best results obtained was a dose of 150 mg / kg.
Treatment with extracts also caused a significant inhibition of tumor growth
especially SFE. SFE and CE increased more than twice the proportion of
viable/cells viable compared to negative control. SFE and CE increased the
mean survival time and GSH concentration. According to the results is possible
to conclude that SFE has a more potent antitumor activity than the crude extract.
The results were favorable to the validation of the usefulness of C. verbenacea
as a potential antitumor agent. Furthermore, the method of supercritical
extraction can enhance the antitumor activity of C. verbenacea, as demonstrated
by the results reported above, since these effects may be due to the presence of
a-humulene and B-caryophyllene present in the extracts, especially in the
supercritical extract. It is possible to assume that a possible mechanism of
antitumor action of the extracts could be the inhibition of COX-2, which could



lead to a blockage of cell survival and induction of apoptosis.

Keywords: Cordia verbendcea; Antitumor activity; Antiproliferative;
Apoptosis; Ehrlich ascitic tumor; COX-2; Supercritical extract.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER
1.1.1 Aspectos Gerais

Céncer é a denominacdo comum para todos os tumores malignos.
Apesar das origens antigas desse termo serem relativamente incertas,
provavelmente deriva do termo em latim caranguejo, presumidamente
porque o cancer “agarra-se de uma maneira obstinada a qualquer parte
do que se apodera, como um caranguejo” (KUMAR,V., ABBAS, A,
FAUSTO, N., 2004).

Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA) o cancer é o
nome dado a um conjunto de mais de cem doengas que tém em comum
o0 crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgéos.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formagéo de tumores malignos, os quais
podem espalhar-se para outras regiGes do corpo. Porém a definicdo
bioquimica para esta doenca é uma perda do controle dos mecanismos
de proliferacéo, diferenciacdo e morte celular (MOFFAT et al., 2000).

Quase todos o0s tumores benignos crescem como massas
expansivas coesas que permanecem localizadas em seu sitio de origem e
ndo tém a capacidade de se infiltrar, invadir ou metastizar para locais
distantes, como os tumores malignos. As metastases sdo implantes
tumorais separados do tumor primario. A metastase caracteriza de modo
inequivoco um tumor como sendo maligno porque os tumores benignos
ndo metastizam. A invasibilidade dos tumores possibilita sua penetragdo
nos vasos sanguineos, linfaticos e cavidades corporais, criando a
oportunidade para uma disseminagdo. Com poucas excegdes, todos 0s
canceres podem metastizar. Em geral, quanto mais agressivo, de
crescimento mais rapido e maior o tumor primario, maior é
probabilidade de metastases (KUMAR,V., ABBAS, A., FAUSTO, N.,
2004).

Mudltiplos fatores incluindo sexo, idade, raca, predisposicédo
genética e a exposicdo a carcindgenos ambientais estdo relacionados a
incidéncia, distribuicdo geografica e comportamento de certos tipos
especificos de cancer (BRASIL, 2002). Evidéncias apontam que as
influéncias de fatores externos ambientais sdo as principais causas de
sua ocorréncia, tais influéncias atuam determinando direta ou
indiretamente modificacdes centradas no material genético das células,
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resultando no cancer. Por exemplo, muitos canceres de pulméo ocorrem
devido a carcinogénese quimica, provocada pelo tabaco (COHN,
ROTH, 1996). Altas doses de radiacdo e benzeno sdo conhecidas por
causar leucemia (RUBIN, FARBER, 1994). O consumo de &lcool
predispbe ao cancer do trato digestivo e do trato respiratério, a cirrose
alcodlica pode levar ao cancer hepatico (WARD, 2002). Sao raros 0s
casos de canceres que se devem exclusivamente a fatores hereditarios,
familiares e étnicos, apesar de o fator genético exercer um importante
papel na oncogénese (INCA, 2005). Um exemplo sdo os individuos
portadores de retinoblastoma que, em 10% dos casos, apresentam
histéria familiar para esta doenga. Alguns tipos do cancer de mama,
estdbmago e intestino, parecem ter um forte componente familiar, embora
ndo se possa afastar a hipotese de exposicdo dos membros da familia a
uma causa comum (INCA, 2005). Determinados grupos étnicos parecem
estar protegidos de certos tipos de céancer, como por exemplo, a
leucemia linfocitica é rara em orientais e o sarcoma de Ewing é muito
raro em negros (INCA, 2005).

1.1.2 Epidemiologia

O céncer é considerado um importante problema de salde puablica
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo ainda importante
causa de morte no Brasil e no mundo, desde 2003. As neoplasias
malignas constituem-se na segunda causa de morte na populagéo,
representando quase 17% dos dbitos de causa conhecida, notificados em
2007 no Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (INCA 2010).
Estimativas prevéem que o nimero de casos devera aumentar para 12,0
milhdes até 2030 (WHO, 2010). No Brasil, dados do Instituto Nacional
do Céncer (INCA), revelaram para o0s anos de 2008 e 2009, a ocorréncia
de cerca de 466.730 casos novos da doenca. Estimativas, para o ano de
2010 apontaram para uma ocorréncia de aproximadamente 489 mil
novos casos de cancer (Tabela 1) (INCA, 2010).

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais freqiiente e o
mais comum entre as mulheres. A cada ano, cerca de 22% dos casos
novos de cancer em mulheres sdo de mama. J& em homens o tipo mais
frequente é o cancer de prostata. Em termos de valores absolutos, o
cancer de préstata é o sexto tipo de cancer mais comum no mundo € o
mais prevalente em homens, representando cerca de 10% do total de
cancer (INCA, 2010).
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Tabela 1 - Taxas brutas para o ano de 2010 de incidéncia de casos de
cancer, em homens e mulheres, segunda a regido no Brasil.

Brasil Consolidado

Homens Mulheres
Norte 8.930 10.190
Nordeste 40.530 48.820
Centro-Oeste 14.960 15.380
Sudeste 52.090 50.390
Sul 119.730 128.250
Total por sexo 236.040 253.030
Brasil 489.270

Fonte: Adaptado de INCA (2010).

1.1.3 Ciclo celular e Cancer

A maioria das células eucarifticas passam por uma série
ordenada de eventos que constituem o ciclo celular, o qual as células
duplicam (replicam) seu DNA e, posteriormente, entram em divisao
(mitose). As células neo-formadas podem continuar a se dividir, ou sair
do ciclo celular, entrando nos estado quiescéncia. A regulagdo do ciclo
celular é critica para o desenvolvimento normal dos organismos
multicelulares (LODISH et at., 2002).

Segundo a oncologia molecular, o cancer é o resultado final de
um acumulo de alteracfes genéticas, algumas das quais podem ser
adquiridas e outras herdadas. Os genes que sdo alterados séo aqueles
envolvidos nos processos celulares normais e fundamentais, como
regulacdo do ciclo celular, a sinalizacio, e a diferenciacdo (PELUZIO et
al., 2006). Estes genes mutados podem ser divididos em trés grupos:
oncogenes, proto-oncogenes e genes supressores tumorais.

Oncogenes trata-se de genes cuja presenca e/ou hiperatividade
podem predispor ao desenvolvimento de cancer. Codificam proteinas
que estimulam excessivamente a proliferagdo celular (AUDIC,
HARTLEY, 2004). O oncogene c-myc tem sido apontado como peca
central no processo tumorigénico em diversos canceres humanos. A
proteina codificada pelo gene c-myc em geral atua inativando os
supressores tumorais, embora algumas vias associada a esta proteina ndo
tenham sido totalmente elucidadas. A atividade do c-myc em células
normais é regulada por sinais externos, como fatores de crescimento e
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componentes da matriz extracelular. Células diferenciadas normalmente
expressam baixos niveis de c-myc (FARIA, RABENHORST, 2005)

Proto-oncogenes tratam-se de uma familia de genes normais que
codificam as proteinas envolvidas no controle do ciclo celular normal.
Por fim, genes supressores tumorais, tratam-se de genes que codificam
proteinas que inibem o crescimento de células tumorais (DE VITA,
HELMAN, ROSENBERG, 1998; WOLF; RAMIREZ, 2001). O
principal e mais estudado gene supressor tumoral trata-se do p53
(denominado “guardido do genoma”, o qual codifica um fator de
transcricdo protéico que se acumula quando ocorre dano ao DNA
ativando a transcri¢do de varios genes, um dos quais codifica a proteina
p21. A proteina p21 inativa complexos de ciclinas/CDKs, impedindo,
assim, a fosforilagdo das proteinas Rb (a qual em células quiescentes
encontra-se hipofosforilada), com conseqiiente interrup¢do do ciclo no
ponto de controle 1, permitindo assim a ocorréncia do reparo do DNA.
Caso o reparo ndo seja bem-sucedido, o gene p53 desencadeia um
processo de morte celular programada chamada apoptose. Sendo assim,
anormalidades na expressdio do p53 estdo associadas ao
desenvolvimento de tumores malignos (RANG et al., 2004; OSBORNE,
2004).

O controle do ciclo celular, denominado de checkpoint (ponto de
controle), representa um mecanismo de vigilancia cujo papel principal é
0 de evitar o acimulo de erros genéticos durante as divisdes celulares,
dessa forma protegendo a integridade genémica das células (BARTEK
et al., 1999). Para garantir a fidelidade da duplicacdo, os checkpoints
desempenham algumas tarefas: induzem um retardo no ciclo celular;
ajudam a ativar o reparo do DNA; bloqueiam o ciclo celular até que o
reparo seja feito com sucesso e reiniciam a progressédo do ciclo (Figura
1). Os principais componentes desse sistema de controle consistem em
duas familias de proteinas: as ciclinas e as cinases dependentes de
ciclinas (CDKs). As CDKs fosforilam diversas proteinas ativando umas
e inibindo outras para coordenar suas atividades. Cada CDK é inativa
até que se ligue a uma ciclina, e esta ligacdo faz com que a CDK passe a
fosforilar as proteinas (mais especificamente nos residuos de serina e
treonina) necessarias para determinada etapa do ciclo celular (RANG et
al, 2003). A atividade das CDKs é também regulada pelos checkpoints,
sendo assim mutagGes ou falhas nos mecanismos desse controle do ciclo
celular podem implicar na desrregulacdo da atividade das CDKs,
aumentando a probabilidade de desenvolvimento transformacdes
malignas (MALUMBRES; BARBACID, 2009).
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Figura 1 - Esquema simplificado da regulacéo do ciclo celular.
Fonte: Andrietta et al, (2001).
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1.2 APOPTOSE

Em 1964, foi proposto o termo de “morte celular programada”
para designar um tipo de morte celular que ocorre de forma nédo
acidental. Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose
para indicar esse tipo de morte celular. A apoptose ocorre nas mais
diversas situagfes, como por exemplo, na organogénese e hematopoiese
normal e patoldgica, na reposicdo fisiologica de diversos tecidos
maduros, na resposta inflamatéria e na eliminacdo de células ap6s o
dano celular por agentes genotdxicos (GRIVICICH et al., 2007). A
apoptose pode ser desencadeada por estimulos externos através de
receptores de superficie (ditos receptores de morte) ou por estimulos
internos de estresse intracelular ou nas vias metabodlicas. Essas vias
culminam com a ativacdo de proteases conhecidas como caspases, as
quais exercem papel central no processo de morte celular
(NICHOLSON; THORNBERRY, 1997).

O processo de apoptose pode ser dividido em uma fase de
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ativacdo, na qual as caspases se tornam cataliticamente ativas, e uma
fase de execucdo, na qual as enzimas atuam provocando a morte celular.

As caspases podem desencadear 0 processo apoptoético por duas
vias: via extrinseca (via receptor) ou via intrinseca (via mitocondrial)
(Figura 2). A via extrinseca pode ser ativada por receptores de morte
(DR= Death receptor) que cont¢ém um dominio citoplasmatico,
envolvido nas interacBes proteina-proteina, chamado de dominio de
morte (os receptores mais conhecidos sdo CD95 e Fas). Quando o
receptor de morte é conectado com seu ligante, é ativado e se liga a
proteina adaptadora, a qual também contém um dominio de morte,
chamado de FAAD (Fas-associated death domain). Uma vez ligado ao
receptor de morte, a proteina adaptadora se liga a uma forma inativa da
caspase-8, ativando-a. A caspase-8 ativada desencadeia uma cascata de
ativagdo (através de clivagem) de outras caspases, as quais Sdo
chamadas caspases efetoras, como a caspase-3. Essa via da apoptose
pode ser inibida por uma proteina chamada FLIP, a qual se liga a pro-
caspase 8 mas ndo consegue clivar nem ativar a enzima pois ndo tem
atividade catalitica.

J4 a via mitocondrial resulta do aumento da permeabilidade
mitocondrial e da liberagdo de moléculas prd-apoptéticas no citoplasma,
sem a participacdo dos receptores de morte (RANG et al., 2003;
KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2004). Uma dessas proteinas liberadas
pela mitocéndria € a citocromo c, a qual se liga a uma proteina chamada
Apaf-1 (apoptosis activating factor-1) e esse complexo ativa a caspase-
9. O resultado final é a ativagdo da cascata das caspases culminando
com uma via comum as duas vias, ou seja, ativacdo da caspase-3. Uma
vez ativada, a caspase-3 induz a clivagem de ligacGes peptidicas em
substratos importantes tais como: proteina quinase, proteina do
citoesqueleto, proteinas relacionadas com o reparo do DNA,
subunidades inibitdrias de endonucleases. Estes eventos que finalmente
levam a destruicdo das funcdes celulares vitais, acarretando
consequentemente ao aparecimento das modificacbes morfoldgicas
caracteristicas nas células em processo apoptdético, tais como: contragédo
do citoplasma, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e
formacdo dos corpos apoptéticos (SHIOZAKI, SHI, 2004; KUMAR,
ABBAS; FAUSTO, 2004; CONRACT, 2009).

Fatores de crescimento e outros sinais de sobrevivéncia
estimulam a producéo de proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2, um
dos mais importantes reguladores da via intrinseca. Essa familia inclui
membros pro-apoptéticos (BAX, BAK, Bad, Bcl-XS, Bid, Bik, BIM,
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HRK) e antiapoptdticos (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 e Mcl-1). Os
membros anti-apoptéticos atuam como repressores da apoptose,
blogueando a liberacdo de citocromo ¢, enguanto os membros pro-
apoptaticos atuam como promotores (GHOBRIAL et al., 2005).
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Figura 2 - Visualizacao simplificada do mecanismo de morte celular por
apoptose mediado pelas vias das caspases.
Fonte: Adaptado de Hohenegger, (2010).

1.3 QUIMIOTERAPIA

A quimioterapia é o método de que utiliza compostos quimicos,
chamados quimioterapicos, no tratamento de doencas causadas por
agentes biol6gicos. Quando aplicada ao cancer, a quimioterapia &
chamada antineoplasica (INCA, 2010)

Com o aparecimento da terapia antineoplasica ocorreu como
conseqliéncia a disponibilidade de estratégias terapéuticas para pacientes
com malignidades e muitos tipos de tumores sélidos avancados. Essas
inovagdes confirmaram que a quimioterapia promove efetivamente a
cura do cancer além de promover a integracdo da quimioterapia junto as
cirurgias e radioterapias nos estagios iniciais da doenca (DE VITA,
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HELLMAN, ROSENBERG, 2005).

Existem varios farmacos ja consagrados na terapia do cancer,
porém nenhuma das estratégias terapéuticas atuais sdo capazes de
regredir  completamente as  manifestagbes dessa  patologia
(JENDIROBA, 2002). Além disso, os tratamentos atuais tém como
principal obstdculo o desenvolvimento de resisténcia celular aos
farmacos (MDR= multidrug resistence ou resisténcia multifarmaco), o
qual se caracteriza pela capacidade das células neoplasicas de
desenvolverem  resisténcia  simultinea a  diferentes  agentes
quimioterapicos, estruturalmente e funcionalmente ndo relacionados
(GOODMAN; GILMAN, 2001; ALMEIDA et al., 2005).

O céancer ¢ uma familia de doencas e cada tipo de céancer
apresenta evolugdo clinica particular, sendo assim, terapia diferenciada
(GORCZYCA; GONG; ARDELT, 1999).

Os principais alvos moleculares dos varios farmacos utilizados na
quimioterapia do cancer atualmente incluem: os antimetabdlitos, os
quais inibem a sintese de purinas (ex: metotrexato, tioguanina); agentes
que inibem a formagdo de desoxirribonucleotideos (ex: hidroxiuréia,
fluoruracila); agentes que modificam o DNA por alquilagéo (cisplatina);
agentes que interagem com a topoisomerase Il (ex: bleomicina,
doxorrubicina, daunorrubicina); agentes inibidores da sintese de RNA
ou proteinas (ex: actinomicina D, vincristina) (Rang et al., 2003;
RICHARDSON et al., 2000). Dentre esses grupos, os antibidticos
antineoplasicos estdo entre 0s mais importantes agentes utilizados na
quimioterapia do cancer, incluindo aqui os membros das familias da
antraciclina, bleomicina, actinomicina, mitomicina e acido aure6lico
(ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN, 2001). Entre aqueles
clinicamente mais utilizados, encontram-se os derivados da
daunomicina, particularmente doxorrubicina/ idarrubicina e mitomicina
C (CRAGG; NEWMAN, 1999). A grande maioria desses antibiéticos
utilizados exerce sua atividade antineoplasica por inibicdo da
topoisomerase I, grupo de enzimas que catalisam o relaxamento da
super-hélice do DNA em seu processo de replicacdo e sintese de novo
(BURDEN; OSHEROFF, 1998).

1.1.5 Cancer e GSH

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo que possui papel
central na biotransformacao e eliminacdo de xenbi6ticos e na defesa das
células contra o estresse oxidativo (HUBER, ALMEIDA, 2008). Este



Introdugdo 27

tiol ndo protéico é abundante nas células dos mamiferos e em
organismos aerdbios, podendo ser encontrado em vérios tecidos,
compartimentos celulares e sub-celulares (WILHELM FILHO et al.,
2000). Protege o dano oxidativo por meio de diferentes mecanismos:
reagindo com EROs, restaurando moléculas lesadas, cedendo-lhes
hidrogénio, estabilizando a estrutura das membranas, pela eliminagéo de
peroxidos formados, mantendo o grupo tidis das proteinas em sua forma
reduzida (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).

Varias condi¢es de estresse oxidativo podem ser responsveis
pela deplecdo dos niveis de GSH, incluindo a radiagdo UV, toxinas, a
inflamacéo entre outros (MALDONADO, 2008). Além disto, estudos
revelam a relacéo da GSH com a resisténcia de certos tipos de tumores a
agentes quimioterapicos bem como a resisténcia a terapia com radiagdo
(JADRAV et al., 1998).

1.3 CANCER E INFLAMAGAO

Em 1863, Virchow propds que o cancer se desenvolve em locais
de inflamacdo crénica, e desde entdo as relagdes potenciais entre cancer
e inflamagcdo foram estudadas. Isto pode ser exemplificado pela
observacdo do maior risco de desenvolvimento do cancer nos pacientes
afetados por diversas doencas cronicas inflamatérias do aparelho
gastrintestinal, como por exemplo, gastrite pelo Helicobacter pylori e
hepatite viral (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2004).

Por outro lado, estudos epidemiol6gicos demonstram que
antiinflamat6rios nao-esteroidais (AINES) diminuem o risco de cancer
pela inibicdo da COX-2. A elevada expressdo da COX-2 em células
tumorais tem efeitos como alteracdo das células de adesdo da matriz
extracelular, desrregulacdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e resisténcia da inducdo a apoptose (SUBHASHINI, 2005)
Recentes estudos demonstram uma possivel correlacdo entre a
superexpressdo da COX-2 e a perda da regulacdo da apoptose em
resposta a superexpressdo desta enzima (SUBHASHINI, 2005).

A correlacdo entre a inflamagdo e carcinogénese ocorre da
seguinte maneira: fosfolipidios de membrana sdo convertidos em acido
araquidonico pela enzima fosfolipase. A COX-2 converte este em
prostagladinas e tromboxanos. Estes mediadores da inflamacao
formados podem ativar a carcinogénese uma vez que aumentam a
expressdo de Bcl-2 (uma das proteinas antiapoptoticas), VEGF
(mediador que exerce papel chave na angiogénese) e metaloproteinases
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(também associadas ao processo de vascularizacdo do tecido tumoral)
(DEMPKE et al.,, 2001; WARIS, SIDDIQUI, 2005). Além disso, a
elevacdo da producdo de Prostaglandina E2 (PGE2) reduz a morte
celular e pode regular positivamente a proliferacdo de células tumoral
(LIM et al., 2001; DEMPKE et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema geral do possivel mecanismo carcionogénico envolvendo o

processo inflamatério através do metabolismo do acido araquidénico.
Fonte: Adaptado de Dempke et al, (2001).

Sendo assim a alta expressdo da COX-2, a qual é ativada pelo
fator de transcricdo NFKB, sinaliza para a sobrevivéncia celular
(resisténcia a apoptose), producdo de mediares inflamatérios e
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proliferacdo celular (expressdo de ciclinas) (WARIS, SIDDIQUI, 2005).

Em termos de avancos moleculares da oncologia, tem sido
centrado interesse nessa modulacdo da atividade e expressdo da COX-2.
O potencial dos inibidores de COX-2 em induzir a apoptose, inibir a
angiogénese e o crescimento tumoral tém sido descrito por muitos
trabalhos, sendo, portanto importante alvo molecular para novas terapias
antitumorais. (KOKOGLU et al., 1998; SHONO et al., 2001; LIM et al.,
2002).

1.4 TUMOR ASCITICO DE EHRLICH (TAE)

O TAE é um carcinoma que foi desenvolvido para a forma
ascitica por Loewenthal e Jahn em 1932. Este carcinoma surgiu a partir
de uma das vérias linhagens do carcinoma de Ehrlich que se origina de
tumores epiteliais espontaneos, provavelmente originarios das glandulas
mamarias (GUPTA et al., 2004). Ele cresce de maneira réapida e
apresenta um comportamento agressivo. Tem sido amplamente citado na
literatura, na investigagdo de propriedades antitumorais de varios novos
agentes bioativos (AJITH; JANARDHANAN, 2003; KANENO et al.,
2004; MELLO et al., 2004). O crescimento progressivo do tumor de
Ehrlich é caracterizado por profundas alteracfes na resposta imune e
pelos altos niveis de consumo de glutamina (LOBO et al., 2000) o qual
tem sido associado com alteragdes metabdlicas e fenotipicas, levando a
uma diminuicdo da imunocompeténcia, tornando vulneravel o sistema
de defesa do hospedeiro (SEGURA et al., 1997; JUSTO; DURAN;
QUEIROZ, 2003).

1.5 PLANTAS COMO FONTES DE MEDICAMENTOS

Por milhares de anos as plantas foram utilizadas como
medicamentos. Inicialmente sob forma bruta, esta espécie de
medicamentos como tinturas, chdas, cataplasmas, p6s e outras
formulacBes a base de ervas eram aplicadas para cada doenca em
particular através do histérico oral. A descoberta de medicamentos
provenientes de plantas levou ao isolamento de farmacos como cocaina,
codeina, digitoxina, além da morfina, sendo que alguns continuam em
uso até os dias de hoje (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Produtos naturais e seus derivados representam mais de 50% dos
farmacos em uso clinico no mundo, além disso, nos Ultimos quarenta
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anos, pelo menos uma dizia de farmacos potentes foi derivada de
plantas (exemplos disto s@o a vincristina e vimblastina, derivados dos
alcal6ides da vinca), sendo que aproximadamente 1/3 de todos o0s
farmacos aprovados pela Food Drugs Administration (FDA) utilizados
na medicina convencional tem sua origem de plantas (BREMER, 2005).
O maior problema para a utilizacdo terapéutica dos fitomedicamentos,
no tratamento convencional das diversas doencas é a falta de dados
cientificos que comprovem sua eficacia e a seguranca. Apesar de
preferéncia das grandes industrias farmacéuticas pelo desenvolvimento
de medicamentos sintéticos, nas Ultimas décadas observa-se um grande
interesse do mercado pelo potencial terapéutico das plantas medicinais
(CALIXTO et al., 2003).

As florestas tropicais constituem um vasto reservatério de
espécies de plantas com potencial terapéutico, pois fornecem compostos
quimicos com valor inestimavel, os quais servem como ponto de partida
para o desenvolvimento de novos farmacos (GURIB-FAKIM, 2006). O
Brasil é reconhecido pela exuberéncia e variedade de plantas tropicais,
sendo algumas amplamente utilizadas na medicina popular
(SUFFREDINI et al., 2004). Embora ja existam estudos fitoquimicos e
farmacolGgicos a respeito de muitas plantas medicinais utilizadas pela
populagdo brasileira, a maioria delas carece de estudos cientificos
detalhados, que suportem suas aplicacGes terapéuticas (YUNES, 2002).
Nas ultimas décadas, devido a seus resultados promissores, os estudos
quimico-farmacolégicos sobre a atividade biolégica de extratos de
produtos naturais tém ganhado destaque no cendrio cientifico, a despeito
dos altos com pesquisa e elaboracdo de medicamentos sintéticos
(SIMOES et al, 2001).

A busca por agentes antitumorais a partir de fontes vegetais
comegou em 1950 com a descoberta dos alcaléides da vinca (vimblastina
e vincristina). Com isso, 0 United State National Cancer Institute (NCI)
deu inicio a um amplo programa de coleta de plantas em 1960. Isso levou
a descoberta de muitos quimioterapicos com atividade citotoxica,
incluindo taxanos e camptocinas (CRAGG; NEWMAN, 2005).

1.6 CORDIA VERBENACEA

Segundo 0s registros existentes, a Cordia verbenacea foi
catalogada cientificamente em 1845, mas existe certa contradi¢do sobre
as datas, pois em 1819, foi realizada a identificacdo de uma planta
chamada Cordia curassavica, porém recentemente algumas
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classificacBes consideraram as duas plantas como uma Unica espécie
(RAMOS et al., 2005).

Conhecida popularmente como erva baleeira ou salicina, Cordia
verbencea, também referida como Cordia salicina D.C, Cordia
curassavica, Cordia  cylindristachia,  Lithocardium  fresenii,
Lithocardium salicinum e Lithocardium verbaceum, costuma ser
utilizada popularmente no tratamento de tumores e Ulceras, sendo ainda
utilizada como antirreumatica e hemostatica (ARREBOLA et al., 2004;
FERNANDES, 2007). O extrato hidroalcoolico de C. verbenacea tem
sido usado pelo povo brasileiro como cicatrizante e antiinflamatério
(SERTIE et al., 1988).

As espécies do género Cordia (Boraginaceae) sdo encontradas em
areas tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Australia e América do
Sul, sendo que no Brasil é encontrada na faixa litordnea
(preferencialmente 500 a 1000 metros da costa maritima) da regido da
Amazbnia até o Rio Grande do Sul. Esta planta apresenta um carater
arbéreo arbustivo (Figura 4) comum nas formacGes sobre dunas e nos
campos arenosos medindo no maximo 3 metros (BAYEUX, 2002).

d
Figura 4 - Imagem de C. verbenacea (“erva baleeira”): (A) Inflorescéncia,
(B)Frutos, (C) Arbusto.

Fonte: Aché: www.ache.com.br/PressRoom/Images.aspx.
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Estudos fitoquimicos de plantas pertencentes a este género
mostraram como importantes constituintes flavondides, saponinas,
triterpenos  glicosilados, alcaldides, xantinas, fendis, agliconas
esteroidais, dentre outros (ROLDAO, 2008). Esta planta, ja foi
investigada e um componente ativo, mostrou efeito antiiinflamatorio, o
qual foi isolado e identificado como um flavondide, sendo nomeado
artemetina (SERTIE et al., 1990).

Estudos realizados por Ticli e colaboradores em 2005 relatam a
presenca do &cido rosmarinico, que esta associado ao efeito preventivo
do edema causado pelo veneno de ofidios por inibi¢do da fosfolipase A,,
assim como efeitos antioxidantes e antidepressivos (TAKEDA et al.,
2002). Também j& foram avaliados os efeitos do acido rosmarinico
sobre acdo HIV e agregacdo plaquetéria (KIM et al., 1999; ZOU; XU;
TIAN, 1993). A presenca de triterpendides no extrato da planta também
tem sido associado a atividade anti-Glcera estomacal. Mas foram dois
sesquiterpenos, a-humuleno e o B-cariofileno, isolados do 6leo essencial
dessa planta que apresentaram importante feito antiinflamatério, os
quais inibiram significativamente a expressdo da COX-2 e dxido nitrico
(FERNANDES et al., 2007). O a-humuleno e o B-cariofileno possuem
formula estrutural CisH.4, € sua estrutura molecular é apresentada na
Figura 5.

H C CH3 H3C H CH3
J N :
CH3
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a-humuleno B-cariofileno

Figura 5 - Estrutura quimica do a-humleno e B-cariofileno identificados e ja
isolados nos de C. verbenacea.

O reconhecimento do valor das plantas medicinais, como
recursos clinico, farmacéutico e econdmico, tem incentivado diversos
paises a promover pesquisas tanto na validacdo do uso popular destas,
quanto na producdo de Fitoterapicos. Santa Catarina, um estado dono de
uma grande biodiversidade associada a sociodiversidade étnica e
cultural, detém valioso conhecimento tradicional associado ao uso de
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plantas medicinais, portanto tem o potencial necessario para o
desenvolvimento de pesquisas que resultem em tecnologias e
terapéuticas apropriadas.

O Brasil possui a maior biodiversidade vegetal do mundo,
estimada em cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. Esse
imenso patrimbnio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem
valor econbmico-estratégico inestimavel em varias atividades, mas é no
campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua
maior potencialidade. Por outro lado, identificar e validar um alvo
molecular (biomolécula alvo) é o primeiro passo na saga que é descobrir
um novo farmaco.

Em 2005 o laboratério Aché em parceria com pesquisadores da
UFSC langou no mercado o primeiro medicamento desenvolvido
totalmente no Brasil, 0 Acheflan®. Este fitofarmaco, a base de extratos
de C. verbenacea, mostrou ser um potente antiinflamatdrio cujo
principal mecanismo de acdo é a inibicdo da ciclooxigenase (COX-1 e
2), enzima chave nas vias de sinalizacdo do processo inflamatorio. Por
outro lado, varios estudos demonstram que antiinflamatérios néo-
esteroidais (AINES) diminuem o risco de cancer pela inibicdo da COX-
2. Além disto, observou-se uma elevada expressdo da COX-2 em células
tumorais.

Dentro deste contexto a proposta do presente estudo foi através
de ferramentas bioguimicas e de biologia molecular estudar o potencial
de diferentes extratos de C. verbenacea como agentes antitumorais.

1.7 EXTRACAO SUPERCRITICA

As técnicas para a extracdo de componentes ativos de substratos
naturais evoluiram consideravelmente nos ultimos anos. Os primeiros
processos de extracdo foram de digestdo de flores e condimentos em
6leos e gorduras e de ervas e partes de plantas em agua e vinho
(KERROLA, 1995).

Atualmente, existem varias técnicas de extracdo de compostos de
plantas, dentre elas as mais empregadas sdo representadas pelos
processos convencionais 0s quais envolvem o arraste a vapor e extracdo
com solventes organicos. Estas operacGes possivelmente sao
responsaveis pela degradacdo térmica de componentes termolabeis
presentes na matéria-prima e pela contaminacdo do extrato com residuos
de solventes, normalmente empregado em grandes quantidades. A
extracdo supercritica (ESC) se destaca por representar uma tecnologia
gque minimiza danos ao meio ambiente e que vem se desenvolvendo
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continuamente nas Ultimas décadas (MACHMUDAH et al., 2006;
CASAS et al., 2007).

A extracdo supercritica emprega gases densos como solventes de
extracdo, em operacdes de alta pressdo. Um fluido submetido a alta
pressao e temperatura acima de seu ponto critico torna-se supercritico.
Sendo assim, varias propriedades desses fluidos sdo alteradas sob essas
condicBes. A densidade do fluido supercritico é similar a dos liquidos,
sua viscosidade assemelha-se a dos gases e sua capacidade de difusdo é
intermediaria entre os dois estados. Portanto, o estado supercritico de
fluidos pode ser definido como o estado no qual liquido e gas sdo
indistinguiveis entre si. Devido a sua baixa viscosidade e alta
capacidade de difusdo, os fluidos supercriticos apresentam propriedades
de transporte melhores que os liquidos. Podem se difundir facilmente
através de materiais solidos, resultando em melhores rendimentos nas
extracdes. O solvente supercritico mais utilizado em processos de ESC é
o didxido de carbono (COy), o qual apresenta natureza apolar e
consequentemente dissolve preferencialmente compostos apolares
(PEREIRA, 2010). A Figura 6 representa um diagrama esquematico do
processo de ESC.
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Nota: onde E: Extrator; VT: Valvula de controle da freqiiéncia da bomba; V1: Valvula
reguladora de pressdo; V2, V3 e V4: Valvulas da entrada, saida e micrométrica do extrator,
respectivamente; PI1: Mandmetro de controle do cilindro de CO, com 99,9 % de pureza; PI12:
Mandmetro de controle da bomba; PI3: Mandmetro de controle do extrator; TI: Controladores
de temperatura.
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Figura 6 - Diagrama esquematico do equipamento de ESC.
Fonte: Maul, Wasicki e Bacchi, (1996).

Em datas mais recentes, atividades de desenvolvimento comercial
e de pesquisas na area farmacéutica, envolvendo a extracdo de fluidos
supercriticos tém continuado a crescer. Como exemplos comerciais,
incluem-se a descafeinizacdo do café, extracdo da nicotina do tabaco e a
obtencdo comercial dos carotendides da cenoura. A extracdo de
matérias-primas de plantas medicinais utilizando este método de
extracdo tem sido muito empregada, uma excelente descricdo da
possibilidade de concentrar e isolar compostos utilizando-se dessa
tecnologia foi descrita por Blogue, onde em 6leos essenciais de plantas
0s extratos obtidos por gas carbdnico supercriticos foram mais
representativos do que em 6leos esséncias originais, sendo que alguns
constituintes como B-cariofileno, bisabolol e 1-alfa-pireno ja foram
isolados e/ou concentrados (MAUL; WASICKY; BACCHI, 1996;
MICHIELIN, 2009).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial antitumoral do extrato bruto e supercritico
(rico em a-humuleno e B-cariofileno) de C. verbenacea, através de
ensaios bioquimicos e bioldgicos in vitro e in vivo. Investigar também
possiveis mecanismos de agdo estudando os efeitos destes compostos
sobre a apoptose.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliacdo da capacidade citotxica do extrato bruto e
supercritico de C. verbenacea sobre as linhagens celulares
MCF-7 e de tumor ascitico de Ehrlich;

= Avaliagdo da capacidade antiproliferativa do extrato bruto e
supercritico de C. verbenacea sobre células de tumor ascitico
de Ehrlich

= Avaliagdo da atividade pro-apoptética in vitro do extrato
bruto e supercritico de C. verbenacea sobre células de tumor
ascitico de Ehrlich.

» Avaliagdo da atividade nucledsica do extrato bruto e
supercritico.

= Avaliagdo da expressdo da COX-2 avaliando assim seu
provavel mecanismo pro-apoptotico.

= Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo do extrato bruto e
fragbes de C. verbenacea em camundongos Balb/C
inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich;



3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES E LINHAGENS TUMORAIS

O meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640,
0 meio DEMEM, a penicilina, a estreptomicina e o soro bovino fetal
foram adquiridos da Cultilab. A linhagem celular tumor ascitico de
Ehrlich foi adquirida junto a Universidade do Vale do Itajai
(UNIVALLI). A linhagem celular MCF-7 foi adquirida junto ao Banco de
Células do Rio de Janeiro. O TCA, DTNB, a timidina tricida foram
adquiridos da Sigma Chemical Co (St. Louis, USA).Todos 0s outros
reagentes usados foram de grau analitico.

3.2 CARACTERIZACAO E IDENTIFICACAO DAS FOLHAS DE CORDIA
VERBENACEA

As folhas de C. verbenacea destinadas ao estudo, foram coletadas
na Praia de Ibiraquera, no municipio de Imbituba — SC, sendo sua
autenticidade avaliada pela Dr? Ana Zanin do Departamento de Botanica
da Universidade Federal de Santa Catarina e a excicata foi depositada no
Herbario FLOR sob o nimero 34672 (UFSC, Florianépolis, Brasil).

O extrato bruto e supercritico, produzidos a partir desta planta,
foram preparados e gentilmente cedidos pela Dr?® Sandra Regina
Salvador Ferreira do Departamento de Engenharia Quimica e de
Alimentos desta universidade.

3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS

A matéria prima composta das folhas foi lavada e seca em estufa
a 45°C por 14 horas. O material seco, com umidade de 10,5+0,4 wiw,
foi triturado em liquidificador doméstico (Black & Decker, SP, Brasil) e
as particulas foram classificadas com peneiras. O material foi
armazenado a -10°C antes da extragdo. (MICHIELIN et al., 2009).

3.3.1 Extragdo convencional

A extracdo com solvente organico foi empregada para obtengdo
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do extrato bruto de erva baleeira. O método consistiu em uma
maceracdo a frio de particulas evitando assim a degradacgéo térmica. A
extracdo foi realizada com 100 g de material seco colocado em etanol,
durante cinco dias. O extrato resultante foi evaporado em pressao
reduzida, para obter um extrato bruto definido como extrato etanolico
(etanol-99% de pureza) (MICHIELIN et al., 2009).

3.3.2 Extracdo supercritica

A técnica de extracdo supercritica utilizada foi descrita por
Michielin et al, 2009. Foi utilizado um equipamento que contém um
reservatério pressurizado, um banho termostatico (Microquimica -
MQBTZ99-20, SC, Brasil), enquanto o fluxo de solvente foi ajustado e
controlado por valvulas de alta pressdo, reguladores e manémetros. A
condicdo de extracdo para o ensaio com CO, foi de 300 bar e 50°C, na
taxa de fluxo constante de 0,30+0,03 g/k/h. Foi utilizado no processo
99,9% de CO, entregue em uma pressdo de 60 bar. O procedimento
experimental consistiu na utilizagdo de 20 g de particulas do solo para
formar o eixo fixo para a extracdo de alta pressdo. As amostras foram
coletadas em tempo de 4 horas de extracdo e pesados em uma balanga
analitica (MICHIELIN et al., 2009).

3.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

Os componentes presentes nos extratos de C. verbenacea, foram
identificados e quantificados por Cromatografia gasosa (GC) acoplada a
espectrometria de massa no Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A identificagdo das substancias
majoritarias foi realizada por comparacdo do espectro de massa da
substancia com os dados do sistema GC-MS (Standart Reference Data
Series do National Institute of Standard and Technology — NIST 2000
MS Library) (MICHIELIN et al., 2009). Os resultados foram expressos
em porcentagem de area dos picos.

3.5 CULTURA DAs CELULAS DE CARCINOMA DE EHRLICH

Depois de isoladas de camundongos Balb/C isogénicos, as células
do carcinoma de Ehrlich foram cultivadas em meio RPMI suplementado
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com soro fetal bovino (10%), penicilina (100U/mL), estreptomicina
(100m%/mL) e NaHCOs3. As células foram mantidas em densidade de 1-
2 x 10° células/mL e em condicdes ideais de temperatura, atmosfera e
umidade (37°C, 5% de CO; e 100%, respectivamente) (KVIECINSKI et
al., 2008)

3.6 CULTURA DAs CELULAS MCF-7

As células MCF-7 provenientes do Banco de Células da
Universidade Federal do Rio de Janeiro foram cultivadas em meio
DEMEM suplementado com soro fetal bovino (10%), penicilina
(100U/mL), estreptomicina (100mg/mL) e NaHCOs. As células foram
mantidas em densidade de 1-2 x 10° células/mL e em condicdes ideais
de temperatura, atmosfera e umidade (37°C, 5% de CO, e 100%,
respectivamente) (DEJEANS, et al., 2010).

3.7 CAMUNDONGOS BALB/C ISOGENICOS

A atividade antitumoral in vivo foi realizada utilizando
camundongos Balb/c isogénicos (Mus muscullus), machos (com peso de
20+2 @), com aproximadamente 60 dias de vida, obtidos através de
reproducdo controlada pelo Biotério setorial do Laboratério de
Bioguimica Experimental- LABIOEX. Os animais foram pesados e
divididos em grupos de 12 animais e mantidos em gaiolas plasticas sob
condi¢bes ideais controladas (ciclo claro-escuro de 12 horas,
temperatura 25+ 2°C, aproximadamente 60% umidade do ar), recebendo
racdo comercial autoclavada e agua ad libitum.

Antes de se iniciar a execucdo do protocolo experimental, o
projeto foi submetido e aprovado ao Comité de Etica na Pesquisa com
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob
protocolo PP00501.

3.8 ENsAIO DE CITOTOXICIDADE (MTT)

A citotoxicidade dos extratos bruto e supercritico da C.
verbenacea foi avaliada utilizando o ensaio do MTT proposto por
Carmichael em 1985, onde o MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-
2,5-difeniltetrazolil), um sal de coloracdo amarela, é reduzido a
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formazan (coloracdo purpura) pelo metabolismo mitocondrial. Desta
forma, o MTT atua como um indicador da funcdo mitocondrial e,
consequentemente, da viabilidade celular (FRESHNEY, 1999). As
células do carcinoma de Ehrlich, descritas acima, foram adicionadas a
placas de 96 pocos e incubadas em estufa em ambiente controlado
(temperatura de 37°C e atmosfera umidificada contendo 5% de CO5,). 24
horas apo6s a incubacdo das células, o meio foi removido e substituido
por outro meio contendo 0s extratos bruto e supercritico nas
concentragbes de 31,25; 62,5; 125,0; 250,0; 500 e 1000ug/mL (para
células TAE) e 62,5; 125,0; 250,0; 500 e 1000ug/mL (para células
MCF-7) (KVIECINSKI et al., 2008) e incubado novamente por 48
horas. Apos esse periodo de exposicdo as diferentes concentragdes dos
extratos, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado ao meio de
cultura 0 MTT (1mg/mL), seguido de 4 horas de incubagdo. O MTT
excedente foi retirado e em seguida adicionou-se DMSO (PA) para
completa solubilizacéo dos cristais de formazan produzidos durante a
incubagdo. Como controle negativo (CN) foram mantidas as células em
8 replicatas nas mesmas condi¢Bes descritas acima, porém tratadas
apenas com o veiculo de dissolucdo desses extratos (DMSO 1%). O
DMSO (PA) foi utilizado como branco para descartar qualquer
interferéncia de cor.

As placas foram analisadas espectrofotometricamente utilizando
um leitor de placas (540nm), determinando a viabilidade celular.
(MOSMANN, 1983).

Os experimentos foram realizados em triplicatas (3 experimentos
individuais) em 3 dias diferentes, sendo que para cada concentragao
testada foram realizadas 8 replicatas. Os valores obtidos foram
expressos em percentual de células vidveis de acordo com a seguinte
férmula:

Viabilidade CE|U|ar (%): [(AbS teste — AbS branco) X 100]/ AbS controle

Uma vez calculada a viabilidade celular das diferentes
concentragBes dos extratos, obteve-se uma curva concentragdo X
viabilidade a partir da qual foram calculados os valores da Clsg
(concentracdo inibitoria 50%) por regressao linear e expressos em média
+ desvio padrdo. Consideraram-se os valores dos controles negativo
como 100% de viabilidade celular sem a presenca dos extratos testados.
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3.9 ENSAIO DE INCORPORACAO DA [°H] TIMIDINA

Avaliacdo do efeito antiproliferativo foi realizado através do
ensaio da incorporacéo da [°H] Timidina. A timidina é um nucleosideo
do acido desoxirribonucléico (DNA) formado pela base nitrogenada,
timina, ligada a uma pentose (desoxirribose) através da ligagdo B-N-
glicosidica (TENG et al., 2006). Como a replicagdo do DNA depende da
sintese e disponibilidade de timidina, a utilizacdo de timidina radioativa
([H%-Timidina), permite monitorar o DNA gendmico. Desta forma, a
mensuracdo de [H¥-timidina incorporada ao DNA, tem sido
amplamente usada como marcador de proliferacdo celular (OLIVEIRA
etal., 2001).

Células do carcinoma de Ehrlich em uma densidade de 5x10°
células/mL foram adicionadas a placas de 96 pogos e incubadas em
estufa em ambiente controlado. Decorridas 24 horas de incubagdo, o
meio foi retirado e um novo meio contendo os extratos bruto ou
supercritico e [*H] Timidina em uma concentracdo de 1pCi/mL foi
adicionado e incubadas por 48 horas. Apds este periodo, transferiram-se
as células para microtubos e as mesmas foram lavadas com 250 mL de
acido tricloroacético (TCA 10%). Posteriormente ocorreu a fixagdo com
solucdo de éter:etanol (1:3) e as células foram mantidas a temperatura
ambiente por 2 horas. Transcorrido esse periodo, foi adicionado 250 pL
de hidréxido de sddio (0,2 N). A radioatividade de timidina incorporada
foi verificada utilizando um cintilador e os valores expressos em
percentual de incorporacdo de [*H] timidina. (MOTA SIQUEIRA,
2009). Todos os resultados obtidos foram normalizados por mg de
proteina pelo método de Bradford o qual baseia-se na adicéo de etanal,
acido fosfdrico e Azul Brilhante de Coomassie G250 a solugdo contendo
proteinas. No pH da reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante provoca o deslocamento do equilibrio do corante
da forma ani6nica (vermelha) para a forma catiénica (azul), que absorve
fortemente em 595 nm (ZAIA, ZAIA, LICHTIG, 1998).

3.10 ATIVIDADE PRO-APOPTOTICA: COLORACAO DIFERENCIAL
POR BROMETO DE ETIiDIO/ LARANJA DE ACRINIDINA

O método de coloracdo por Brometo de Etidio/Laranja de
Acridina (BE/LA) permite diferenciar células viaveis daquelas em
processo de morte por apoptose ou necrose, tendo como base a
revelacdo de alteracdes morfoldgicas nucleares e citoplasmaticas através
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da fluorescéncia (McGAHON et al., 1995).

Células do carcinoma de Ehrlich a uma densidade de 5x10°
células/mL foram adicionadas em placas de 96 poc¢os e incubadas em
estufa em ambiente controlado. O meio foi removido e substituido por
outro meio contendo o0s extratos bruto e supercritico (em uma
concentragdo de 100 pg/mL) (KVIECINSKI et al, 2008).
Posteriormente, as células foram transferidas para um tubo do tipo
eppendorf e centrifugadas por 10 min a rotacdo de 1000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 25ul
de PBS. Uma solugdo de 1uL da solucdo corante (1:1) de BE (100
pg/mL)/LA (100 pg/mL) foi utilizada para ressuspender as células em
cada tubo e uma aliquota dessas células foi utilizada para efetuar a
leitura em lamina/laminula em microscopio de fluorescéncia. Uma
solucdo de DMSO 1% (veiculo de diluicdo dos extratos) foi utilizada
como controle negativo. Como controle positivo foi utilizado o
antineoplésico de referéncia doxorrubicina 0,2 pg/mL (GENG, ZENG,
WANG, 2003)

Para cada amostra foram contadas 300 células, as quais foram
fotografadas para registro visual. Os resultados foram expressos em
percentual de células vidveis, apoptdticas e necroticas, sendo que foram
realizados 3 experimentos independentes em dias diferentes e em
triplicatas.

3.11 ATIVIDADE NUCLEASICA

Além de sua forma normal superenovelada (FI) o DNA
plasmidial pode assumir a forma circular aberta (FIl) e a forma linear
(FI11). Quebras na dupla hélice fazem com que a forma superenovelada
transforme-se em forma circular aberta através de quebras simples e
forma linear através de quebra da dupla fita (Figura 7). As trés formas
do DNA plasmidial possuem velocidades de migracdo eletroforética
diferentes, apresentando-se como bandas distintas em géis de
eletroforese (SREDDHARA & COWAN, 2001).
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Figura 7 - Esquema simplificado das formas apresentadas pelo DNA

plasmidial.
Fonte: Adaptado de Berg, Tymoczko e Stryer, (2004).

Com o intuito de verificar se os extratos analisados apresentavam
a capacidade de atingir diretamente o DNA plasmidial seguiu-se o
seguinte protocolo: apés extraidos de bactérias E. coli, precipitados e
feita a analise da pureza desses plasmidios foram feitas incubagdes
contendo 600 ng de DNA plasmidial em microtubos e 5ul de tampéo
HEPES (pH 7,4), durante 16 horas, & 50°C, contendo 10 pL dos extratos
nas concentragfes de 37,5; 75,0 e 150,0 pg/mL (concentragfes estas
correspondentes as concentragdes aplicadas no estudo in vivo deste
trabalho). Decorrido o periodo de incubacéo, foram realizadas corridas
eletroforéticas em gel de agarose. Em seguida, a revelacdo do gel foi
realizada utilizando brometo de etidio o qual permitiu a visualizagdo das
bandas e consequentemente o perfil de quebra do DNA plasmidial
(intacta ou superenovelada, como quebra simples ou circular aberta e
como quebra dupla ou linear, FI, FII, FIII, respectivamente) induzida
pelos extratos. Utilizando o programa Labworks Software v 4.0 (UPV
inc.), foi feita a quantificacdo das bandas e assim, o contelido das trés
formas adotadas pelo DNA plasmidial apés a corrida eletroforética
(SCARPELLINI et al, 2003). A intensidade de DNA superenovelado foi
corrigida por um fator de 1,47 como um resultado de sua menor
capacidade de corar com brometo de etidio (SREEDHARA; COWAN,
2001). Como controle negativo, foi utilizado acetonitrila 1%, uma vez
que 0 DMSO (veiculo de dissolucdo dos extratos utilizado nas demais
avaliacdes deste estudo) ndo era indicado para os testes referente a
atividade nucleasica pois 0 mesmo faz “scavenger” de espécies reativas
de oxigénio, causando interferéncia na avaliacdo da atividade protetora
dos extratos.

Para avaliar a atividade protetora do DNA plasmidial contra
ataque oxidativo, procedeu-se da mesma maneira descrita para avaliacdo
do potencial indutor de dano, com a diferenca de que na incubacéo
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(durante 2 horas). Foram adicionados aos microtubulos 0 DNA, tampao,
extrato e 10 puL de uma solugdo contendo Fe (EDTA) (20 uM), a qual
atraves da inducdo do perdxido de hidrogénio, uma importante fonte de
espécies reativas de oxigénio (EROs), promove cortes no DNA de
maneira oxidativa. Neste experimento, foi utilizado como controle
positivo DNA, tampéo e solugdo Fe (EDTA) (20 uM) (SCARPELLINI
et al, 2003). Os valores obtidos foram expressos em percentual da forma
de quebra adotada pelo DNA plasmidial.

Todos os experimentos referentes a atividade nucleésica foram
realizados no Laboratério do Prof. Dr. Claus Trdger Pich, na
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).

3.12 AVALIAGAO DA EXPRESSAO DA COX-2 EM CELULAS MCF-7

Células MCF-7 foram cultivadas seguindo o protocolo descrito
anteriormente. Em seguida as mesmas foram adicionadas a placas de 6
pocos e encubadas em estufa em ambiente controlado (temperatura 37°C
e atmosfera umidificada contendo 5% de CO2). Apds 24 horas de
incubagdo das células, o meio foi removido e substituido por outro meio
contendo os extratos bruto e supercritico, ambos nas concentragdes de
150 pg/mL de extrato. Como controle negativo (CN) foram mantidas as
células nas mesmas condi¢des descritas acima, porém tratadas apenas
como veiculo de dissolugdo dos extratos (DMSO 1%).

O lisado das células foi feito adicionando 400 pL de tampao
RIPPA férmula de Pierce e coquetel de inibidores de proteases em cada
pogo. Em seguida fez-se “scratching” e o lisado foi centrifugado em
tubos do tipo eppendorf. Com o sobrenadante foi feito a dosagem de
proteinas pelo método de Bradford e acrescentado tampdo Lemli e
fervido a 100° C por 5 minutos.

Apds dosagem de proteinas, foi aplicado 35 pg de proteinas
cautelosamente nos ‘“pogos” formados no gel de acrilamida e
bisacrilamida 3,75% (1,25mL de tampdo Tris-HCL com pH 6,8, 50uL
de SDS 10%, 25 pL de APS 30% e 5 pL de Temed, totalizando 5mL de
solucdo. ) da seguinte maneira: em triplicata foram aplicadas as células
tratadas com veiculo dos extratos (CN), células tratadas com extrato
bruto e células tratadas com extrato supercritico. No outro “po¢o” foram
aplicados 5 pL de padrdo de peso molecular, o que permitiu a
determinacdo do tamanho das proteinas separadas na eletroforese e
também possibilitou o monitoramento do progresso da corrida
eletroforética (SDS-PAGE). O gel de separacdo escolhido foi de 10% de
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acrilamida e bisacrilamida (2,62 mL de &gua destilada, 3,0mL de
acrilamida e bisacrilamida, 1,81mL de tampéao Tris-HCL com pH 8,8,
75uL de SDS 10%, 25,5uL de APS 30% e 4,25 pL de Temed,
totalizando 7,5mL de solucdo). A corrida eletroforética foi realizada em
130 V por 1 hora e 15 minutos em meio tampdo Glicina, pH 8,3 e
acompanhada pela visualizacdo do padrdo de peso molecular. A
membrana de PVDF foi tratada em metanol (PA) por 15 segundos e
posteriormente foi feita a montagem do “sanduiche” da seguinte forma:
trés pedacos de papel blotting um sobre o outro; sobre este sistema foi
adicionada a membrana de nitrocelulose; em seguida o gel foi colocado
(apds a corrida eletroforética) sobre a membrana; e sobre o gel
novamente trés pedacos de papel blotting. Cada etapa do preparo do
“sanduiche” foi realizada com cautela retirando-se eventuais bolhas e
mantendo-se o sistema Umido com aplicacdo de algumas gotas de
tampdo. A eletrotransferéncia foi realizada em tampéo de transferéncia
(100mL de tampéo Tris 50 mM, 200 mL de metanol e 700 mL de &gua)
por 2 horas em 60V.

Depois de transferidas as proteinas para a membrana de PVDF foi
feito o bloqueio da membrana incubando a mesma em leite desnatado
5% durante 1 hora. Em seguida incubou-se a membrana em anticorpo
anti-COX2 a uma diluicdo 3:1000 (anticorpo primario) overnight.
Posteriormente, foram feitas 3 lavagens com T-TBS e a membrana foi
incubada com anticorpo secundario (conjugado HRP) em uma dilui¢do
1:1000 por 1 hora. Apos trés novas lavagens com T-TBS foi adicionado
0 peréxido de hidrogénio e luminol a membrana. A revelacdo foi
realizada em lamina de raio X utilizando revelador de raio X. A
quantificacdo da densidade Optica das bandas foi realizada utilizando o
programa ImageJ 1.44.

3.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

Foram utilizados camundongos Balb/C isogénicos divididos em
cinco diferentes grupos experimentais (composto de 12 animais cada
grupo):

Grupo | (controle normal): animais tratados com DMSO 10%
(veiculo), porém sem inoculacdo de TAE.

Grupo Il (Controle negativo): animais tratados também com
DMSO 10% ap6s inoculacdo de TAE.

Grupo Il (Controle Positivo): animais tratados com
doxorrubicina ap6s inoculacdo do TAE.
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Grupo IV (Tratado com extrato bruto): animais tratados com 3
diferentes doses de extrato bruto.

Grupo V (Tratado com extrato supercritico): animais tratados
com 3 diferentes doses de extrato supercritico.

Uma suspensdo de células do tumor ascitico de Erich - TAE
(5x10°% foi inoculada por via intraperitoneal (i.p.) nos animais em
condicBes assépticas. O dia da inoculagcdo do tumor foi considerado
tempo zero (0). Ap6s 24 horas, iniciou-se o tratamento dos animais,
administrando-se doses dos extratos (37,5 mg/kg, 75,0 mg/kg e 150
mg/kg), doxorrubicina (1,2 mg/kg), durante nove dias consecutivos. Os
animais do grupo | e II receberam 50 puL de uma solugdo de DMSO a
10% (veiculo) diariamente durante 0 mesmo periodo de tratamento.

No décimo dia, seis animais de cada grupo (aleatoriamente)
foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical, sendo
retirado o liquido ascitico para a realizagdo das analises. Os animais
restantes de cada grupo foram mantidos pelo periodo de 30 dias para a
avaliacdo da sobrevida em comparagdo ao grupo controle do tumor
(grupo controle negativo).

3.13.1 AvaliagGes Cronomorfolégicas

Avaliaco da variacdo do peso

Para avaliar a variagdo de peso dos camundongos, foi calculada a
diferenca, em gramas, entre o peso final (ap6s os 9 dias de tratamento) e
0 peso inicial dos animais (no dia da inoculagdo do tumor). Os
resultados obtidos foram expressos em gramas (REBELLO, 2004).

Avaliacdo da viabilidade celular através do método de exclusao
do corante azul de tripan

A viabilidade das células do TAE foi avaliada pela incorporagédo
do azul de tripan, um corante que penetra nas células mortas cujas
membranas ndo podem mais exclui-lo. Este fendmeno permitiu estimar
indiretamente o grau de integridade da mesma. O percentual de células
ndo coradas representa o indice de viabilidade celular (FRESHNEY,
1999). Para isso, o liquido ascitico foi retirado dos animais e uma
aliquota de 10 pL foi incorporada a uma solucdo contendo 890 UL de
salina e 100 pL do corante azul de tripan (4%). A viabilidade celular foi
avaliada em camara de Newbauer e o0s resultados expressos em
proporcéo de células inviaveis/viaveis (STROBER, 1996).
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Determinagdo do volume total de liquido ascitico e volume de
células compactadas

O volume ascitico total retirado de cada animal foi mensurado
utilizando tubos falcon graduados e os volumes de células compactadas
foram determinados apdés a centrifugacdo a 3000g por 5 minutos
(REBELLO, 2004).

Tempo médio de Sobrevida (TMS) e percentual médio de
longevidade (PAL)

No decurso e posteriormente ao tratamento de 30 dias foi
avaliada diariamente a sobrevida dos animais a partir do registro do
nimero de morte em cada grupo e a sobrevida foi estimada em termos
de tempo médio de sobrevida (TMS) (MAZUMDER et al., 1997): e
percentual de aumento de longevidade (PAL) (QURESHI, 2001) pelas
equacoes:

TMS = (Dia da 1° morte + Dia da Gltima morte) / 2
PAL (%) = [(TMS do grupo tratado / TMS do grupo controle) - 1] x 100

Avaliacdo da inibi¢do do crescimento tumoral

Para se determinar a inibigdo do crescimento tumoral foi avaliada
a variacdo da circunferéncia abdominal dos camundongos, a qual foi
calculada a diferenga, em centimetro, entre a medida final (apés os 9
dias de tratamento) e a medida inicial (no dia da inoculagdo do tumor,
dia 0) da circunferéncia abdominal dos animais. Os resultados obtidos
foram expressos em centimetros (REBELLO, 2004). Ap6és medida a
variacgdo da circunferéncia foi determinada a porcentagem de inibigédo do
crescimento tumoral utilizando a seguinte féormula:

Inibi¢do do crescimento tumoral (%) = C;¢x 100/ Ccy
Onde:

Ct. Variacgdo da circunferéncia do grupo tratado
Ccn: Variacdo da circunferéncia do controle negativo

3.13.2 Dosagem de GSH
Amostras de liquido ascitico foram precipitadas com TCA 12%

nas diluigdes 1:5 (v/v), homogeneizadas e em seguida, centrifugadas a
5000 g durante 5 minutos para a obtencdo de extratos acidos, nos quais,
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foram imediatamente avaliadas as concentracdes de pequenos tidis no
sobrenadante (BEUTLER et al., 1963). 0,2 mL de DTNB (2,5 mM)
foram adicionados nas cubetas contendo 1,9 mL de tampdo fosfato de
potassio 80 mM pH 8,0 e 0,1 mL do sobrenadante do extrato acido,
permitindo assim, apds cerca de 2 minutos de reagdo, a determinacéo do
contetdo do anion tiolato (TNB) formado de cor amarela, mensuravel
espectrofotometricamente em 412 nm. As analises foram feitas em
triplicatas e os valores expressos em umol g ™. Depois de obtidas as
concentracGes de cada amostra, estas foram corrigidas com a dosagem
de proteinas totais pelo método de Bradford.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

A avaliagio estatistica dos dados obtidos foi realizada através do
teste t-Student e andlise de varidncia (ANOVA), complementada pelo
teste de Tukey-Kramer, quando necessario. Para tal, utilizou-se o
software GraphPad Prism 3.0 admitindo niveis de significancia de no
minimo p<0,05.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO D0OS EXTRATOS

A Tabela 2 apresenta a porcentagem de area dos picos obtidos de
a-humuleno e B-cariofileno nos extratos analisados. Os dados obtidos
mostram que o extrato supercritico apresentou maior concentragdo de a-
humuleno e B-cariofileno quando comparado com o extrato bruto, uma
Vez que o extrato bruto apresentou concentragcdes muitos baixas as quais
ndo foram possiveis detectar, sendo consideradas 0 as porcentagem dos
picos nesse extrato.

Tabela 2 - Porcentagem da &rea de picos obtidas através do
cromatograma para a-humuleno e B-cariofileno nos extratos analisados

Porcentagem da &rea dos picos do cromatograma

Componentes EB ESC
a-humuleno - 1,24
B-cariofileno - 2,68

Fonte: Michielin et al., (2009).

Outros constituintes quimicos importantes também foram
detectados nos extratos, como cariofileno 6xido, lupeol e artemetina
(MICHIELIN et al., 2009).

4.2 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (MTT)

A avaliacdo da viabilidade celular em células de carcinoma de
Ehrlich tratados com as diferentes concentracdes de extrato bruto e
supercritico pelo ensaio do MTT mostrou significativa atividade
citotéxica em todas as concentracdes analisadas quando comparadas
com o controle negativo (Figura 8).

E importante notar que, o extrato supercritico causou maior
reducdo da viabilidade celular, quando comparado com o extrato bruto
(Figura 8). Os valores das Clsg obtidos mostram claramente esse efeito
(Tabela 3).
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Figura 8 - Efeito do tratamento com

os extratos de C. verbenacea nas diferentes

doses testadas (48 horas de incubagao) sobre a viabilidade das células do
carcinoma de Ehrlich.

A avaliacdo da viabilidad

e celular em células MCF-7 tratadas

com as diferentes concentragcdes de extrato bruto e supercritico pelo
ensaio do MTT também mostrou significativa atividade citotéxica em
quase todas as concentragfes analisadas quando comparadas com o

controle negativo (Figura 9).
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Figura 9 - Efeito do tratamento com os extratos de C. verbenacea nas diferentes
doses testadas (48 horas de incubacéo) sobre a viabilidade das células MCF-7.

Em doses mais altas 0 ESC mostrou-se mais eficiente que o EB,
porém em doses mais baixas ndo foi evidenciado diferenga estatistica
entre os extratos analisados. Os valores das Clsy obtidos mostram esse
efeito (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores das Clsg (ug/mL) obtidos do efeito citotoxico do
extrato bruto e supercritico (através do ensaio do MTT), sob células do
TAE e MCF-7.

Clso (Mg/mL)

EB ESC
TAE 198,40 133,96
MCF-7 177,33 154,10

4.3 ENSAIO DE INCORPORAGAO DA [H] TIMIDINA

Na avaliacdo da proliferacdo celular, a incorporacdo de
[*H]Timidina a0 DNA é uma técnica muito utilizada para medir os
niveis de sintese tanto em células normais quanto em células tumorais.
Neste ensaio, nas mesmas concentracdes e tempo de incubagdo acima
mencionado, ambos o0s extratos foram capazes de diminuir a
incorporagdo de [*H]Timidina em 42,91% e 51,63%, em comparaco ao
controle negativo (Figura 10).

150+

100+

501

[3H] Incorporacdo de
Timidina (%)

0

CN EB ESC

Nota: Cada barra representa média + desvio padrdo. (*) p < 0,001 representa diferenca
significativa em relacéo ao controle negativo (CN), n=3.
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Figura 10 - Efeito do tratamento do extrato bruto (EB) e extrato supercritico
(ESC) de C. verbenacea (300 pg/Ml, 48 h de incubacéo) sobre a incorporagéo
de [*H] timidina em células de TAE.

Entretanto, os extratos ndo apresentaram diferenga significativa
entre si, apesar da fragdo supercritica sugerir maior redugdo em
comparacédo ao EB.

4.4 ATIVIDADE PRO-APOPTOTICA: COLORAGAO DIFERENCIAL POR
BROMETO DE ETIDIO/LARANJA DE ACRIDINA

A capacidade dos extratos de induzir a morte celular foi avaliada
através do estudo da morfologia das células coradas com laranja de
acridina e brometo de etidio. Ambos os extratos mostraram capacidade
de induzir apoptose em células tumorais, em comparagdo com o controle
negativo (7,90% =+ 1,64), especialmente o extrato supercritico, que
mostrou um aumento significativo (29,80% + 1,49%) das células
invidveis (apoptose). Além disso, o extrato supercritico apresentou
maior eficiéncia prdé-apoptdtica, o qual mostrou um aumento de
aproximadamente 15% de células apoptéticas, em comparagdo com
extrato bruto (14,95%.% 1,29). Curiosamente, nenhum dos tratamentos,
incluindo o controle negativo (veiculo), observou-se a presenca de
células necréticas (Figura 11 e 12).
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Nota: (*) p < 0,001 representa diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (CN), (*)
p < 0,001 representa diferenca significativa entre os extratos bruto e supercritico de C.
verbenacea (CN) n=3.

Figura 11 - Porcentagem de células viaveis e inviaveis (apoptéticas) em células
de carcinoma de Ehrlich ap6s tratamento com extrato bruto e supercritico.
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Nota: O controle negativo (A) e positivo (B) foram tratados apenas com veiculo de diluicdo
dos extratos e doxorrubicina, respectivamente. Aumento = 400X.

Figura 12 - Morfologia das células do carcinoma de Ehrlich coradas com uma
mistura de Brometo de Etidio/Acridina laranja e observadas ap6s 48 horas de
incubagdo com extrato bruto (C) e supercritico (D).

4.5 ATIVIDADE NUCLEASICA

Os experimentos realizados com o DNA plasmidial para avaliar o
efeito nucleésico do EB e ESC mostraram que ambos 0s extratos ndo
possuem a capacidade a causar dano direto ao DNA, ou seja, ndo
apresentaram efeito genotdxico, uma vez que seu perfil eletroforético
mostrou-se normal, caracterizado pela forma superenovelada (Figura 13
e 14).
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Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como média +
desvio padrdao do percentual da forma adotada pelo DNA plasmidial. CN= grupo controle
negativo tratado apenas com o veiculo de diluicdo dos extratos (DMSO 10%).

Figura 13 - Efeito do extrato bruto C. verbenacea (0-150pg/mL) sobre 0 DNA
plasmidial ap6s 16 horas de incubagéo a 50°C.
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Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como média +
desvio padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA plasmidial. CN= grupo controle
negativo tratado apenas com o veiculo de diluicdo dos extratos (DMSO 10%).

Figura 14 - Efeito do extrato supercritico C.verbenacea (0-150ug/mL) sobre o
DNA plasmidial apds 16 horas de incubagéo a 50°C.
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Para avaliar o efeito protetor dos extratos perante o ataque
oxidativo ao DNA plasmidial, foram realizados experimentos induzindo
quebra oxidativa com Fe-EDTA. Os resultados obtidos mostraram que
ambos 0s extratos, especialmente o extrato supercritico, ndo apresentam
a capacidade protetora, pelo contrario, propiciaram uma potencializago
do efeito oxidativo sobre 0 DNA plasmidial (Figura 15 e 16).
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Nota: Os resultados foram expressos como média *+ desvio padrdo do percentual da forma
adotada pelo DNA plasmidial. CP= grupo controle positivo tratado com o veiculo de diluicdo
dos extratos (acetonitrila 10%) e uma solucdo constituida por Fe-EDTA (20puM). (%),
representam diferenca significativa (p < 0,001) em relacéo ao controle negativo; n=3.

Figura 15 - Efeito do extrato bruto (EB) de C. verbenacea (0-150,0 g/L) sobre
0 ataque oxidativo promovido por espécies reativas do oxigénio ao DNA
plasmidial.



56 Resultados

100 7
- C1FI
™ I FTT
g g 757 o
oW B
-
w E 50 o
Eg ;i
oy -
251
Alm LN
CN cP 7S5 70 150
Concentragdao (mglL)

FII —--ﬁ“ - a—

Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma
adotada pelo DNA plasmidial. CP= grupo controle positivo tratado com o veiculo de diluicdo
dos extratos (acetonitrila 10%) e uma solugdo constituida por Fe-EDTA (20uM). () representa
a diferenca significativa (p<0,001), em relacéo ao controle negativo; n=3.

Figura 16 - Efeito protetor do extrato supercritico (ESC) de C. verbenacea (0-
150,0 g/L) sobre o ataque oxidativo promovido por espécies reativas do
oxigénio ao DNA plasmidial.

4.6 EXPRESSAO DA COX-2 EM CELULAS MCF-7

Os resultados obtidos demonstraram que apenas o ESC foi capaz
de diminuir a expressdo da COX-2 em células MCF-7 quando
comparadas como controle negativo (Figura 17). O EB ndo apresentou
diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo (CN).
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Figura 17 - Expressdo de COX-2 em células MCF-7 tratadas com veiculo de

dissolugdo dos extratos (CN), extrato bruto (EB) e extrato supercritico (ESC)
em dose de 150 pg/mL de extratos.

4.7 EFEITO ANTITUMORAL IN VIVO

Ambos 0s extratos apresentaram efeito antitumoral nos
camundongos inoculados com TAE (Tabela 4). Pode-se notar ainda, que
0 extrato supercritico exibiu um melhor desempenho que o extrato
bruto, principalmente na dose de 150,0 mg/kg, uma vez que nesta dose
0s animais tiveram maior TMS quando comparados com o controle
negativo associado a um aumento de proporcdo de células
inviaveis/viaveis. Com relacdo ao PAL, todas as doses testadas dos dois
extratos apresentaram aumento nos valores deste pardmetro, mas foi
também a dose de 150 m/kg do ESC que apresentou o melhor resultado.

Na Tabela 5 pode-se visualizar os parametros morfofisioldgicos
(variacdo do peso corporal, volume tumoral, volume de células
compactadas e proporcdo de células compactadas por volume tumoral)
apresentados pelos camundongos que foram inoculados com TAE.
Observou-se menor aumento do peso corporal em quase todos os
camundongos tratados com os extratos (exceto na dose de 37,5 mg/kg
de EB) quando comparados com o CN. Com relag¢do ao volume tumoral,
volume de células compactadas e a proporcdo de células/tumor houve
consideravel diferenca entre os camundongos tratados com os extratos e
o0 controle negativo, ou seja, ambos 0s extratos apresentaram a
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capacidade de reduzir o volume tumoral acompanhado de reducdo de
células viaveis no tecido (Tabela 4 e 5)

Tabela 4 - Efeito antitumoral dos extratos bruto e supercritico de C.
verbenacea em camundongos inoculados com TAE.

Camun- Extrato Bruto Extrato Supercritico
Paréametro dongos CN

normais 37,5 75,0 150,0 37,5 75,0 150,0
Proporcéo de
células } 0,009+ 0,014+ 0,020+ 0,020+ 0,018+ 0,017+ 0,022+
inviaveis/ 0,001 0,002 0,001* 0,006 0,001 0,002 0,002"
viaveis
TMS (dias) 30 13,50 15,00 1450 1450 1450 1450 16,00
PAL (%) 100 0 11,10 7,40 7,40 7,40 740 23,07

Nota: Os valores foram expressos em média = desvio padrao (n=6). (%) p < 0,001; (°) p<0,01 e (°) p < 0,05
indicam a diferenca estatistica em relagéo ao controle negativo.

Tabela 5 - Parametros morfofisioldgicos de camundongos tratados com
extratos bruto e supercritico de C. verbenacea inoculados com TAE.

Camun- Extrato Bruto Extrato Supercritico
Parametro dongos Doxo CN

normais 375 750 1500 37,5 750 150,0
Aeusg‘igtrogfal 108 202+ 1045 1017 425 740 875 920 418
?g) P $099 08 +113 #220 #394 #320 102 205 =+1,91°
Volume ) 10,40 956 6,76 7,00 824 8,22 6,82
tumoral (mL) +0,75 +1,88 +2,04 +148 +1,63 343 =+0.82"
Volume de
células ) 325 320 180 190 240 2,70 2,60
compactadas +1,70 0,27 0,47 0,42 0,40 =156 £0.28
(mL)
Proporcéo de
células/volume - 30 0,312 0,335 0,268 0,271 0,296 0,328 0,391
tumoral

Nota: Os resultados foram expressos como média + desvio padréo, n=6. (%), () e (") , representam diferenca
significativa (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05) em relacéo ao controle negativo. Doxo= grupo controle
positivo tratado com doxorrubicina (1,2 mg/kg).

Baseado nos resultados obtidos com os camundongos inoculados
com TAE obteve-se o resultado do efeito dos extratos sobre a inibicédo
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do crescimento tumoral das doses utilizadas nos experimentos.
Conforme se pode observar na Figura 18, ambos 0s extratos e todas as
doses testas foram capazes de inibir o crescimento do tumor nos
animais. Interessantemente, verificou-se que a dose de 150,0 mg/kg foi a
dose que mais inibiu o crescimento tumoral, sendo diferente
estatisticamente também em relagdo as doses do extrato bruto.
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Nota: Cada barra representa a Media + Desvio padrdo em 3 diferentes experimentos. (o)
p<0,001 indica a diferenca estatistica dos diferentes grupos em relacdo ao controle
negativo (NC) e (B) p<0,001 indica a diferenca estatistica entre EB e ESC.

Figura 18 - Efeito do tratamento do extrato bruto e supercritico de
C. verbenacea na inibicdo do crescimento tumoral em camundongos inoculados
com TAE.

4.6 DoSAGEM DE GSH

A dosagem de GSH nas amostras de liquido ascitico retirado dos
camundongos tratados com os extratos EB e ESC mostraram um
aumento de glutationa reduzida (GSH) quando comparados aos
camundongos do grupo controle negativo. O grupo de animais tratados
com doxorrubicina (1,2 mg/kg) (controle positivo) apresentou 0s
mesmos niveis de GSH. Sendo assim, o tratamento realizado com os
extratos apresentou concentracdo de GSH proxima aos animais controle
positivo (Figura 19).
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Nota: tratados com EB e ESC (37,5; 75,0 e 150 mg/Kg), controle negativo (CN) tratado
somente com o veiculo (DMSO 10%) e controle positivo (CP) tratado com doxorrubicina (1,2
mg/kg). (“) indica a diferenca estatistica dos diferentes grupos em relagéo ao controle negativo
(NC), n=6.

Figura 19 - Contetdo de glutationa reduzida (GSH) em amostras de liquido
ascitico de camundongos portadores de TAE.



5 DISCUSSAO

O emprego de plantas no tratamento do cancer ocorre a mais de
3.500 anos e vem sendo explorado até os dias de hoje. Especificamente
na area da oncologia, as plantas medicinais em muito contribuiram para
o desenvolvimento de farmacos antineoplasicos, que hoje constituem
agentes importantes no arsenal terapéutico (VIEIRA, 2008).

A elucidagdo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
como seus mecanismos de acdo, vem sendo um dos maiores desafios
para a quimica farmacéutica, bioguimica e farmacologia. As plantas
contém inlimeros constituintes e seus extratos, quando testados podem
apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos devido
a presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo
para a mesma atividade (MACIEL, PINTO, VEIGA Jr, 2002).

Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar o efeito
citotdxico, antiproliferativo, nucleasico, pro-apoptético e antitumoral do
extrato bruto e supercritico de C. verbenacea.

Geralmente, a utilidade de um determinado composto ou mistura
de compostos dos quais se suspeita possuir atividade antitumoral é
julgada, primeiramente, através de ensaios de citotoxicidade in vitro. O
interesse concentra-se em avaliar a capacidade destes compostos em
inibir o crescimento e/ou induzir a morte das células tumorais in vitro. O
ensaio do corante vital MTT é uma ferramenta (Gtil para se avaliar o
potencial citotoxico de compostos sob teste pois este método avalia a
funcdo celular em nivel mitocondrial (MOSMMANN, 1983). Com
relacdo aos resultados de citotoxicidade obtidos pelo método do MTT
tanto com células TAE e MCF-7 verificou-se importante efeito
citotéxico de ambos os extratos testados (Figura 5 e 6). Os dados da
Tabela 2 indicam as Clsp dos extratos analisados sobre as duas linhagens
celulares testadas. Neste caso, observou-se, que concentragdes inferiores
de ESC foram capazes de produzir o mesmo nivel de inviabilidade
celular que o EB em uma concentragdo superior. Sendo assim, a
atividade do ESC foi considerada mais potente que a de EB. Um dos
critérios mais aceitos na avaliacdo de citotoxicidade de um composto, é
que para ser considerado biologicamente ativo deve apresentar a
capacidade de induzir citotoxicidade com Clsg menor que 200 pg/mL
(SUFFINES E PEZZUTO, 1990). Este fato foi observado nos dois
extratos testados, sendo que para cada linhagem celular, o extrato ESC
foi considerado mais ativo, pois apresentou menor Cls, quando
comprado com o EB. A maior eficiéncia do ESC provavelmente se deve
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o fato da extracdo supercritica concentrar determinados compostos
(como o a-humuleno e B-cariofileno). Fato este pode ser observado na
Tabela 2, o qual se observou maior concentragdo desses compostos no
ESC. Além disso, o ESC mostrou-se mais eficiente, uma vez que
representa mais fielmente os componentes quimicos das matérias-primas
originais, além disso, este método de extracdo isola e/ou concentra
principios ativos naturais (MAUL, 1996)

Nossos resultados corroboram com estudos obtidos por Quispe-
Condori et al. (2007), os quais verificaram efeito de redugdo no
crescimento celular em diversas linhagens de células, incluindo MCF7,
quando testados extratos supercritico em diversas condi¢Ges de extracdo
de C. verbenacea. Este elevado potencial citotoxico da fracdo
supercritica possivelmente se deve a presenca dos dois sesquiterpenos
(a-humuleno e trans-cariofileno) os quais possuem atividade
antiinflamatoria inibindo a expressdo de COX-2 (FERNANDES et al.,
2007). Este fato foi observado nesse estudo, uma vez que o ESC
provocou significativa inibicdo da expressdo dessa enzima em células
MCF-7. Vérios estudos ja demonstraram clara correlacdo positiva entre
a inibicdo da expressdo da COX-2 e apoptose (WATSON, 1998;
SMITH et al, 2000). Esses dois sesquiterpenos também exibiram
capacidade citotoxica em células A-549, DLD-1, M4BEU, Hela, Bel-
7402 e CT-26 (LEGAULT et al.,2003; SYLVESTRE et al.,2005; HOU
et al.,2006; SYLVESTRE et al.,2006). Outro estudo que vem ao
encontro de nossos resultados é o de Tundis e colaboradores (2009) os
quais observam importante efeito citotdxico de extratos de Senecio
stabianus Lacaita (Asteraceae) contra células de adenocarcinoma renal,
carcinoma de prostata horménio-dependente, melanoma e células MCF-
7, sendo que os dois compostos, a-humuleno e B-cariofileno foram
identificados nesses extratos analisados. Outro estudo que ndo descarta a
possibilidade do mecanismo antitumoral de compostos antiinflamatérios
ser via inibicdo da expressdo de COX-2 é o de Mota Siqueira e
colaboradores em 2009, os quais obtiveram resultados significativos nos
ensaios de citotoxicidade com células de melanoma murino (B16F10),
testando um composto isolado de Wilbrandia ebracteata, a
diidrocurcubitacina-B.

Com intuito de avaliar o potencial antiproliferativo dos extratos
testados foi utilizado o método da timidina tritiada o qual mensura a
sintese de DNA da cultura celular analisada, sendo uma técnica
altamente especifica para se avaliar a proliferacdo celular (OLIVEIRA
et al.,, 2001). Os resultados obtidos mostraram um elevado potencial
antiproliferativo dos extratos, uma vez que ambas as fracGes testadas
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foram capazes de inibir a proliferacdo das células de TAE quando
comparadas com células tratadas apenas com o veiculo de dissolucao
dos extratos (controle negativo) (Figura 7). Apesar de ndo haver
diferenca estatistica entre os extratos analisados, o ESC apresentou
tendéncia de melhora na atividade antiproliferativa analisada, uma vez
que o extrato bruto apresentou 42,91% e o ESC 51,63% de inibicdo da
incorporacédo de timidina, quando comparados com o controle negativo.

Nossos resultados referentes aos ensaios de proliferacéo
corroboram com dados obtidos por Silva e colaboradores (2007), os
quais obtiveram efeito antiproliferativo do p-cariofileno isolado do 6leo
volatil de Zanthoxylum rhoifolium Lam quando testados em cultura de
células de tumor ascitico de Ehrlich. Alguns estudos reforcam o
envolvimento de sesquiterpenos no efeito antiproliferativo, uma vez que
estes trabalhos demonstraram que o a-humuleno inibe a proliferacdo de
células A-549, DLD-1 e LNCaP (LEGAULT et al., 2003; LOIZZO et
al.,2007) e que o p-cariofileno exerce efeito antiproliferativo sobre
células K562. O estudo feito por Mota Siqueira e colaboradores (2009),
anteriormente citado nos ensaios de citotoxicidade, também obteve
resultados antiproliferativos com as células B16F10 quando testada a
diidrocurcubitacina-B, em ensaios de incorporagdo de timidina. Neste
estudo, este composto apresentou a propriedade de parada do ciclo
celular das células na fase G2. Outros dados relevantes que foram
obtidos por nosso grupo de pesquisa e que corroboram com os dados
obtidos nesse estudo e com outros dados da literatura, é o estudo de
Felipe, 2010, o qual obteve resultados significativos de citotoxicidade e
proliferacdo celular com tumor ascitico de Ehrlich in vitro com extratos
provenientes de Casearia sylvestris, a qual através de estudos
fitoquimicos revelou também a presenca dos dois sesquiterpenos
mencionados, a-humuleno e B-cariofileno.

Estudos feitos por Subhashini e colaboradores (2005)
demonstraram que inibidores seletivos da COX-2 (celecoxibe), induzem
a morte de células por apoptose por inibicdo do NFkB em células K562.
Outros trabalhos também mencionam os efeitos desses compostos
sintéticos em linhagem de células hematopoiéticas como Jukrat, H60,
U937 revelando efeito dose dependente sobre a inibicdo do crescimento
celular com parada no ciclo celular na fase GO/G1. O mecanismo exato
para os efeitos desses compostos antiinflamatérios, que inibem a
expressdo de COX-2 ainda permanece incerto, entretanto, Grdsch e
colaboradores (2001), demonstraram através de experimentos uma
parada do ciclo celular na fase GO/G1 por reducdo da expressdo de
ciclina A, ciclina B1 e cinase dependente de ciclina-1 em linhagem de
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células de cancer de colon, independentemente da expressdo ou ndo de
COX-2.

O estudo pré-apoptotico feito em células de TAE tratadas com os
dois extratos (EB e ESC) mostrou clara inducdo apoptética nas células
testadas, uma vez que as células incubadas com estes extratos
apresentaram um percentual de células apoptéticas maior que as células
tratadas com o veiculo de dissolu¢do dos extratos. Também se notou
uma maior atividade prd-apoptéica do ESC quando comparado com o
EB (Figura 8).

Esses dados corroboram com os resultados obtidos nos ensaios de
citotoxicidade e proliferagdo celular, uma vez que novamente o ESC
apresentou maior potencial pré-apopt6tico, sendo que nesse extrato a
presenca de a-humuleno e B-cariofileno sdo maiores. Alguns estudos
tem relacionado a presenca de sesquiterpenos com a atividade pro-
apoptética, como por exemplo um estudo feito em células de melanoma
humano (SK-MEL-28), onde o B-cariofileno isolado das folhas de
Ricinus communis exerceu efeito pro-apoptético (DARMANIN et al.,
2009). Outro estudo que corrobora com nossos resultados é o de
Bonaterra e colaboradores (2010) que demonstraram indugdo de
apoptose por inibicdo da expressdo do RNAmM de COX-1 e COX-2 em
células cancerigenas HT-29 tratadas com extrato da casca de salgueiro
STW 33-1 (Salix alba). Outro estudo que reforca a idéia do mecanismo
antitumoral ser devido a presenga dos compostos antiinflamatérios
como a-humuleno e B-cariofileno é o trabalho realizado por Vaish e
colaboradores (2010) os quais demonstraram efeitos quimiopreventivos
de AINEs atuando na formagdo do apoptossoma em cancer de colo-retal
através de imunohistoquimica.

Por fim, relatos da literatura mostram que a atividade pro-
apoptotica dos sesquiterpenos se deve a ativacdo da via extrinseca, onde
esses compostos atuam promovendo um aumento da expressdo do
receptor TRAIL e assim como seu respectivo ligante (ISHIBASHI,
OHTSUKI, 2008).

A doxorrubicina se liga fortemente a dupla hélice, através da
intercalacdo entre as bases puricas e pirimidinicas, interrompendo o
prolongamento da cadeia de DNA e causando graves distor¢Bes
cromossdmicas. Estas distor¢cdes blogueiam a sintese do novo RNA, do
DNA ou ambos, provocando a ruptura das fitas de DNA impedindo a
duplicacdo celular (BOLAND et al, 1997). Baseado nisso, foi realizado
o0 teste da atividade nucleasica para verificar o possivel efeito
genotoxico que os extratos poderiam exercer de forma direta sobre o
DNA.
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Com relacdo & atividade nucledsica, os resultados obtidos
mostraram que nenhum dos extratos foi capaz de causar dano direto ao
DNA plasmidial, uma vez que o padrdo eletroforético permaneceu
normal em todas as concentracGes analisadas em ambos 0s extratos,
quando comparado com o veiculo de dissolucdo desses extratos
(controle negativo) (Figura 9 e 10). Dessa forma, sugere-se que 0
possivel mecanismo citotoxico e antiproliferativo apresentados pelos
extratos ndo envolva ataque direto ao DNA, diferentemente de muitos
agentes citotdxicos como doxorrubicina e cisplatina (alquilantes).
Apesar disso, muitos trabalhos realizados com plantas mencionam a
capacidade de algumas espécies de causar dano direto ao DNA, como
por exemplo, o de Biso e colaboradores (2010) os quais estudaram a
genotoxicidade dos extratos de Davilla nitida e Davilla elliptica
(Dilleniaceae). Estes autores verificaram a presenca de genotoxicidade
nessas espécies testadas, apresentando dupla quebra no DNA plasmidial,
porém quando testado em células animais ndo foram capazes de induzir
dano gendmico.

O estresse oxidativo trata-se de um estimulo que pode induzir &
apoptose provocado pela geracdo de intermedidrios oxidativos através
da acdo de alguns antineoplasicos. Uma enorme quantidade de dados
suporta o papel do estresse oxidativo no desencadeamento de apoptose,
sendo que as vias apoptoticas classicas envolvem um acimulo
moderado de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ANAZETTI,
MELO, 2007). Utilizando o Fe-EDTA como fonte de geracdo de EROs
avaliou-se a presenca ou auséncia de protecdo dos extratos de
C.verbenacea frente ao dano no DNA. Os dois extratos quando testados
ndo foram capazes de proteger 0 DNA plasmidial.(Figura 11 e 12).

Conforme ja referenciado anteriormente, 0 modelo experimental
do tumor Ascitico de Ehrlich oferece oportunidades de estudo que
possibilitam uma melhor compreensdo da atividade biol6gica e
mecanismos de acdo de compostos com potencial antitumoral
(HANSEN, KHANNA, 2004). Dessa forma, foram testados os mesmos
extratos de C. verbenacea os quais apresentaram efeito citotdxico,
antiproliferativo e pro-apoptético in vitro para avaliar o efeito
antitumoral in vivo.

Os dois extratos testados apresentaram importante efeito
antitumoral nos camundongos inoculados com TAE (Tabela 3). O
tratamento com o extrato bruto reduziu significativamente as células
vidveis (através de aumento da proporcdo de células inviaveis/viaveis)
além de proporcionar aumento do tempo médio de sobrevida dos
animais tratados com o extrato bruto quando comparados com o
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controle negativo (camundongos tratados apenas com veiculo de
dissolucdo dos extratos). Mas foi 0 ESC que apresentou uma melhor
eficiéncia em aumentar a propor¢do de células inviaveis/vidveis
acompanhado de aumento do TMS dos animais, principalmente na
maior dose testada (150mg/kg). Nas demais doses testadas causaram
leve aumento no TMS (Tabela 3). Um dos critérios de confianga mais
aceitos pela comunidade cientifica para julgar o valor de qualquer
agente antitumoral é o aumento no tempo de sobrevida dos animais
(CLARKSON; BURCHENAL, 1965). Esses resultados corroboram com
dados obtidos por Silva e colaboradores (2007) o qual obteve aumento
no TMS em camundongos inoculados com TAE os quais foram tratados
tanto com dleo volatil de Zanthoxylum rhoifolium quanto p-cariofileno
isolado dessa planta. Um possivel mecanismo explorado por estes
autores seria a capacidade desses compostos de ativar célula natural
killers (NK), uma vez que durante o crescimento do tumor ascitico de
Ehrlich, verificaram baixa atividade das células NK, sendo que alguns
estudos sugerem que as células NK contribuem para a resisténcia do
crescimento tumoral neste modelo de tumor (GRYNBERG et al., 1999;
JUSTO et al., 2003, VALADARES et al., 2003).

Considerando os resultados referentes a proporcdo de células
inviaveis/viaveis os dados indicaram que EB e ESC apresentaram efeito
antitumoral, causando um aumento expressivo de células inviaveis. A
dose de 150mg/Kg aumentou mais de duas vezes a quantidade de
células tumorais mortas (inviaveis) em relacdo as vivas (viaveis) quando
comparados ao controle negativo. Neste caso, o efeito de ambos os
extratos ndo se apresentou de maneira dose-dependente, pois 0 aumento
exponencial na dose utilizada para os tratamentos ndo produziu um
aumento equivalente de seus efeitos. A dose de 150 mg/Kg apresentou
novamente melhor atividade, ndo havendo diferenca estatistica
significativa quando realizado uma comparagéo entre os dados obtidos,
quando o tratamento foi feito com EB ou ESC. E provavel, que ESC na
dose mais alta, por diminuir o volume de liquido ascitico nutricional e
combater o tumor de forma mais eficaz, tenha também aumentado os
marcadores de tempo de sobrevida dos animais portadores tratados.

Kviecinski e colaboradores (2008) encontraram também um
aumento na proporcao de células inviaveis em cultura de TAE tratadas
com extrato e frages de Bidens pilosa

Quanto aos parametros morfofisiolégicos, o tumor ascitico de
Ehrlich (TAE) causou um rapido desenvolvimento de ascite tumoral.
Esta ascite causou no animal portador um aumento exagerado de seu
peso e de sua circunferéncia abdominal. O liquido ascitico é a fonte
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nutricional direta para as células do tumor e a observacdo de um
aumento rapido deste liquido acompanhado pelo crescimento do tumor
(volume de células compactadas) pode ser usada como uma ferramenta
para avaliar a requisicdo nutricional das células tumorais (PRASAD;
GIRI, 1994).

A partir dos dados obtidos nos animais, pode-se sugerir que a
dose maxima testada (150 mg/kg) apresentou atividade antitumoral
consideravel, quando os dados sdo comparados aos do controle
negativo. Uma comparacdo entre os dados apresentados para EB e ESC,
revela que mais uma vez, ESC foi considerado o extrato mais ativo.
Ainda, verificou-se que na dose minima testada (37,5mg/Kg), os
extratos ndo apresentaram resultados que apontassem para uma
atividade antitumoral. Os resultados sugerem maior eficacia nas doses
testadas mais elevadas, uma vez que a inibicdo do crescimento tumoral
mostrou clara atividade antitumoral nestas doses. Destaca-se que todas
as doses testadas inibiram o crescimento tumoral (Figura 13), porém
quando comparados os extratos entre si apenas a dose de 150 mg/kg
apresentou diferenga estatistica.

Alguns autores tém relatado uma significativa reducdo nos niveis
de GSH em animais implantados com tumor recebendo tratamento com
farmacos antineoplasicos (SUZUKAKE; PETRO; VISTICA, 1982;
RICHARDSON; SIEMANN 1992). Estes mesmos autores argumentam
que, niveis elevados de GSH, seriam necessarios para sobrevivéncia do
tumor uma vez que este peptideo tidlico regula a via de producédo
anaerdbica de ATP e que a queda na sua concentragdo poderia significar a
morte das células tumorais. Porém outros autores defendem a hipétese de
que o tratamento com antineoplasicos elevaria os niveis de GSH , uma
vez que a célula tumoral detém alta concentracdo de GSH e que a redugéo
tumoral proporcionaria elevacdo do consumo deste peptideo no liquido
ascitico. Este fato foi observado através de um estudo que monitorou o0s
niveis asciticos no tumor ascitico de Ehrlich o qual observou deplecédo de
GSH em camundongos ndo tratados, mostrando o alto consumo tumoral
deste tripeptidio (ESTRELA et al, 1992). Duthie e colaboradores (1998)
observaram que o metabolismo da GSH ndo é afetado em algumas
linhagens de células tumorais, uma vez que estas células possuem baixa
atividade de sintese de GSH. Nossos resultados mostram clara reducéo
tumoral acompanhada de elevagdo dos niveis asciticos de GSH quando
comparados com o controle negativo. Os camundongos tratados com
doxorrubicina reforcam a segunda hipotese descrita acima, uma vez que
os camundongos tratados com esse farmaco de referéncia também
apresentaram elevacao nos niveis de GSH (Figura 13).
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Um possivel mecanismo de agdo antitumoral observada em nosso
estudo seria a inibicdo da expressdo da COX-2 pelo extrato supercritico
de C. verbenacea. Que levaria a uma sinalizacdo negativa no sentido de
bloqueio a sobrevivéncia celular (efeito antiproliferativo e indugdo da
apoptose) da célula tumoral. Sugere-se ainda que a capacidade do ESC
de inibir a expressdo dessa enzima se deve a maior concentragdo de o-
humuleno e B-cariofileno presente neste extrato.

Varios estudos j& demonstraram o potencial antitumoral de
compostos derivados de plantas através da inibicdo da COX-2
(CERELLA et al, 2010). Por exemplo, a curcumina, um polifenol
presente em grandes quantidades em Curcuma longa apresenta
importante propriedade antitumoral que foi associada a sua habilidade
de suprimir a producdo de prostaglandinas E2 e impedir a expressdo da
COX-2 (HUANG et al, 1991; Zhang, et al, 1999). Outro trabalho que
corrobora com nosso estudo é o de Kundu e colaboradores (2004) feito
com o resveratrol, um flavondide isolado de uvas e vinhos (Vitis vinifera
L), no qual este composto apresentou efeito quimiopreventivo utilizando
modelo murino de estudo. O mecanismo de agdo antineoplasico do
resveratrol parece ser 0 mesmo da curcumina, uma vez que esses
compostos parecem afetar a transcricdo da COX-2.

A fisetina, um flavondide muito encontrado em cebola, pepino,
macé e morango, mostrou-se eficiente em reduzir o nivel de expressao
da COX-2 em linhagens de células de colon HT29, causando assim,
significativo efeito antitumoral (SUH et al, 2009). Além disso, estudo
realizado por Corona e colaboradores (2007) demonstrou que 6leo de
oliva (Olea europaea) inibiu o crescimento de células Caco-2. Essa
inibicdo do crescimento celular foi acompanhada da redugdo
transcricional da COX-2 e inibicdo da fosforilagdo das proteinas p38,
MAPK e CREB. Por fim, outro estudo que vem ao encontro ao nosso &
0 de Lou e colaboradores (2010), os quais verificaram efeito indutor de
apoptose do 6leo de Brucea javanica em células tumorais T24 e este
efeito foi regulado via ativacdo de caspase 3 e 9 e inibicdo de NFkB e
COX-2.

Sendo assim, pode-se verificar que o ESC mostrou-se mais
promissor como protétipo para atividade antitumoral, pois 0 mesmo
apresentou maior efeito citotoxico e tendéncia de reducdo de
proliferacdo celular nesse estudo. Apenas o ESC foi capaz de inibir a
expressdo da COX-2 confirmando o mecanismo farmacol6gico proposto
no trabalho, uma que este extrato apresentou mais quantidade de a-
humuleno e B-cariofileno, ambos possiveis inibidores da COX-2. No
modelo animal de Ehrlich, mais uma vez o ESC foi mais eficaz,
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mostrando clara inibicdo de crescimento tumoral e aumentando
consideravelmente o nimero de células inviaveis e 0 TMS dos animais.
Tendo em vista estes resultados, poderia se especular que um dos
possiveis mecanismo de acdo do ESC se deve a capacidade dos
sesquiterpenos descritos anteriormente, em inibir a COX-2 através da
inibicdo do fator de transcricdo NFkB, gerando sinais apoptdticos e
antiproliferativos.

Nesse contexto, compostos naturais que inibem a COX-2 podem
representar moléculas-alvo a serem exploradas para fins preventivos e
terapéuticos, devido a sua toxicidade baixa ou nula (CERELLA et al,
2010). Por outro lado, a ESC surge como uma alternativa a fim de
concentrar e melhorar processos de extragdo, uma vez que esta técnica
de extracdo mostrou-se mais efetiva para fins de atividade bioldgica.



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o presente trabalho nos permitem fazer

as seguintes conclusdes:

v O extrato bruto e supercritico de C. verbenacea apresentaram
atividade citotoxica para células MCF-7 e do carcinoma de
Ehrlich. O extrato supercritico apresentou  maior
citotoxicidade.

v' Ambos 0s extratos apresentaram importante feito
antiproliferativo em células do carcinoma de Ehrlich.

v" O provavel tipo de morte celular induzida pelos extratos seria
predominantemente a apoptose.

v" O mecanismo pelo qual os extratos exercem o efeito
citotdxico, antiproliferativo e pro-apoptético ndo se deveria a
capacidade dos extratos exercerem dano direto ao DNA,
porém os extratos ndo apresentaram capacidade de promover
protecdo contra ataque oxidativo promovido pelo Fe-EDTA
plasmidial.

v Os extrato bruto e supercritico possuem atividade antitumoral
in vivo. Entretanto, o extrato supercritico apresentou melhor
atividade, fato este que reforgado através da inibicdo do
crescimento tumoral.

v" Um possivel mecanismo de acdo antitumoral dos extratos
testados seria a inibicio da COX-2, blogueando a
sobrevivéncia celular e induzindo a apoptose.

v Por fim, sugere-se que a atividade antitumoral dos extratos de
C. vebenacea se deve a sua capacidade citotoxica,
antiproliferativa e pro-apoptética, sendo que estes efeitos
provavelmente se devam a presenca de a-humuleno e B-
cariofileno presente nos extratos, especialmente no extrato
supercritico.



7 PERSPECTIVAS

Com o desenvolvimento desse estudo, abrem novas propostas de
estudos que possam servir de complemento ou até mesmo de novos
rumos a serem tomados a partir dos resultados obtidos, tais como:

O efeito citotoxico deve ser avaliado sobre outras linhagens
celulares, para caracterizar melhor o efeito e a seletividade
dos compostos presentes nos extratos.

Com relacéo ao efeito pré-apoptotico, deve-se investigar a
expressdo de marcadores de apoptose como p53, Bcl-2,
citocromo ¢

Outros estudos previstos é a utilizacdo da citometria de fluxo
e incorporagdo de anexina para melhor avaliar o efeito
antiproliferativo e pro-apoptético.

Também avaliar outras condi¢cBes de extragdo supercritica
para uma eventual melhora da atividade antitumoral dos
extratos

Outra proposta interessante seria o desenvolvimento de
nanocapsulas de extratos supercritico para um melhor efeito
bioldgico dos extratos.

Por fim, testar o efeito dos compostos a-humuleno e B-
cariofileno nos modelos de avaliagdo de atividade
antitumoral apresentados no presente estudo para caracterizar
especificamente o mecanismo de ac¢do desses compostos.
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ABSTRACT

The present study describes the antitumor activity of extracts from Cordia
verbenacea D.C. (Borraginaceae), a traditional medicinal plant that grows
widely along the southeastern coast of Brazil. The extracts were obtained
using Classical organic solvent extraction (COSE) with ethanol as solvent
and the supercritical fluid extraction (SFE) using carbon dioxide (CO,) at
300 bar, 50°C and solvent flow rate of 0.3 kg/h. Both extracts were
screened against the Ehrlich carcinoma cell line by the MTT assay, an
endpoint of cytotoxicity used in cell culture, and [°*H] Thymidine DNA
incorporation assay to investigate both cell proliferation and antitumor
activity using male Balb/c isogenic mice inoculated with the Ehrlich
Ascites carcinoma. The following parameters were analyzed: mean survival
time (MST), body weight, abdominal circumference, tumor and packed cell
volume and viable and nonviable tumor cell count of EAC-bearing mice.
The treatment using the extract from SFE, compared with the COSE
extract, decreased the tumor volume, the body weight and the packed cell
volume. The SFE treatment also increased the MST while improved the
relationship of non viable/viable cell count. Therefore, it was strongly
detected the contribution of the high pressure extraction to enhance the
cytotoxicity and the antitumor activity of extracts from C. verbenacea.

Key-words: Cordia verbenacea. Supercritical fluid extraction. Antitumor
Activity.
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