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RESUMO

Apesar de todos 0s recursos existentes na atualidade para o tratamento
do cancer uma diversidade de problemas é observada tanto em relagdo a
eficacia dos medicamentos e/ou sua resisténcia quanto a gama de efeitos
colaterais que podem ser induzidos pelos mesmos. Na tentativa de
aprimorar a terapia antitumoral novos agentes antineoplasicos de origem
natural tém sido buscados visto que a maior parte dos medicamentos
existentes é proveniente de plantas medicinais. Croton celtidifolius
pertencente a familia Euphorbiaceae, composta por diversas plantas que
possuem atividade antitumoral, é uma planta promissora uma vez que é
utilizada popularmente com esta finalidade. O presente estudo propés
avaliar a atividade citotdxica, nucleasica e prd-apoptdtica, in vitro, e a
atividade antitumoral e antiangiogénica, in vivo, do latex de C.
celtidifolius. As andlises espectrofotométricas do latex bruto permitiram
a identificacdo de um alto conteddo de fendis totais (18,54 g¢/L),
enquanto que as analises cromatogréficas (CLAE) permitiram a
deteccdo de compostos fendlicos como flavonéis (miricetina, quercetina
e campferol) e flavan-3-0is (catequina, epicatequina, galocatequina e
epigalocatequina). No ensaio do MTT, para a avaliacio da
citotoxicidade, a Clsq encontrada para as células de Ehrlich e MCF-7
foram 169 + 1,8 e 187 + 2,2 pg/mL, respectivamente. Além disso, foi
possivel observar uma reducdo dose-dependente significativa na
viabilidade celular. A coloragdo diferencial com brometo de etidio (BE)
/ laranja de acridina (LA) demonstrou o predominio da inducdo de morte
celular por apoptose que pode possivelmente ser explicada através dos
resultados obtidos no ensaio de atividade nucleasica onde o latex foi
capaz de causar quebras simples e dupla no DNA plasmidial submetido
ao tratamento. Adicionalmente os experimentos realizados com 0s
animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) demonstraram
que o latex de C. celtidifolius foi capaz de inibir o crescimento tumoral
ao reduzir o peso dos animais, o volume de tumor, a quantidade de
células compactadas e a proporcdo de células/volume de tumor. A
inibicdo tumoral observada para o latex (Lal: 0,78; La2: 1,56 e La3:
3,25 mg/kg) foi 26; 32 e 54%. O dado mais relevante neste ensaio foi o
aumento dose-dependente no tempo médio de sobrevida (TMS) (CN:
13; Lal: 15,5; La2: 16 e La3: 17,5 dias) e no percentual de aumento de
longevidade (PAL) (CN: 0,00; Lal: 19,23; La2: 23,08 e La3: 34,61%).
Além disso, também foi relatado o efeito antiangiogénico do latex (0,5;
1,0; 1,5 e 2,0 mg/disco) uma vez que este foi capaz de provocar reducao
na porcentagem de vasos sanguineos (41; 56; 66 e 75%) observados no



ensaio da membrana corioalantdica (CAM). O latex ndo provocou
toxicidade ao embrido uma vez que ndo foi capaz de alterar a sua
morfogénese. Assim, conclui-se que C. celtidifolius apresenta efeitos
citotoxico, nucleasico e pré-apoptoético inter-relacionados; e ainda,
potencial efeito antitumoral e antiangiogénico.

Palavras-chave: Croton celtidifolius, citotoxicidade, antiangiogénico,
antitumoral.



ABSTRACT

Despite all the resources at this time for cancer treatment is a diversity
of problems observed regarding the efficacy of drugs and/or its
resistance as well as the side effects that can be induced by them. In an
attempt to improve antitumor therapy new antineoplastic agents from
natural sources has been sought since the majority of existing drugs is
derived from medicinal plants. Croton celtidifolius belonging to the
family Euphorbiaceae, comprising several plants that have antitumor
activity, is a primising plant since it is popularly use for this pourpose.
The present study was to evaluate the citotoxic, nucleasic and pro-
apoptotic activities in vitro, and antitumor and antiangiogenic activities
in vivo from the latex of C. celtidifolius. The spectrofotometric analysis
of crude latex allowed the identification of a hight content of total
phenols (18.54 g/L), while chromatography (HPLC) allowed the
detection of phenolic compounds such as flavonols (myricitin, quercetin
and kaempferol) and flavan-3-ols (catechin, epicatechin, gallocatechin
and epigallocatechin). In the MTT assay, for the evaluation of
citotoxicity, the 1Csq observed for the Ehrlich and MCF-7 cells were 169
+ 1.8 e 187 + 2.2 pg/mL, respectively. Furthermore we observed a
significant dose-dependent reduction in cell viability. The differential
staining with ethidium bromide (BE) / acridin orange (LA) showed the
predominance of the induction of apoptotic cell death that can possibly
be explained from the tests results of nucleasic activity where latex was
able to induced simple and double breaks on treated plasmidal DNA. In
addition the experiments with animals carrying the Ehrlich ascitic tumor
(TAE) showed that the latex of C. celtidifolius was able to inhibit tumor
growth by reducing the weigth of the animals, tumor volum, the amount
of packed cells and the proportion of cells / tumor volum. The tumor
inhibition observed for the latex (Lal: 0.78; La2: 1.56 and La3: 3.25
mg/kg) was 26; 32 and 54%. The most relevant data from this trial was a
dose-dependent increase in mean survival time (TMS) (CN: 13; Lal:
15.5; La2: 16 e La3: 17.5 dias) and the increase in the percentage of
longevity (PAL) (CN: 0.00; Lal: 19.23; La2: 23.08 and La3: 34.61%).
Furthermore, was showed the antiangiogenic effect of the latex (0.5; 1.0;
1.5 e 2.0 mg/disc) since it was capable of causing reduction in the
percentage of blood vessels (41; 56; 66 and 75%) observed in the
chorioallantoic membrane assay (CAM). The latex caused no toxicity to
the embryo as it was unable to alter its morphogenesis. Thus, it appears
that C. celtidifolius latex presents citotoxic, nucleasic and pro-apoptotic



effects interrelated and also potential antiangiogenic and antitumor
effects.

Keywords: Croton celtidifolius, citotoxicity, antiangiogenic, antitumor.
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1 INTRODUCAO
1.1 CANCER

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer, 2010) o cancer
¢ um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que sdo capazes de invadirem
tecidos e 6rgdos (ALMEIDA et al., 2005).

Nos Estados Unidos, no ano de 2006, segundo a American
Cancer Society (ACS, 2010), assim como no Brasil desde 2003, as
neoplasias malignas constituem-se na segunda maior causa de morte da
populagdo. A estimativa brasileira para os anos de 2010/11 mostra que
sdo esperados 489.270 milhGes de novos casos de cancer. Entre esses o
cancer de pele do tipo ndo melanoma sera o mais incidente (114 mil
novos casos), seguido pelos tumores de prostata (52 mil) e mama
feminina (49 mil), c6lon e reto (28 mil), pulmdo (28 mil), estbmago (21
mil) e de colo de utero (18 mil) (INCA, 2010).

Existem diversos fatores promotores do céncer, entre esses
podem ser citados fatores externos ao organismo como: substancias
quimicas presentes na alimentacdo, tabagismo, radia¢do, organismos
infecciosos (virus); e fatores internos como: mutagdes, hormdnios,
condicdes do sistema imune, sendo que estes podem estar inter-
relacionados atuando em conjunto ou na sequéncia de iniciacdo e
promocdo da carcinogénese (MOFFAT et al., 2000; ACS, 2010; INCA,
2010).

Dessa forma, a partir do ponto inicial da doenca, a proliferacéo
celular passa a ocorrer de forma bastante rdpida, caracterizando sua
agressividade. Esse descontrole na proliferacdo celular permite entdo
que as células se acumulem, dando inicio a formagdo de uma massa
tumoral (BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2000).

Para que um tumor seja classificado como maligno (neoplasia),
seu crescimento precisa ser desordenado além de ser necessariamente
capaz de invadir tecidos vizinhos ou se espalhar para sitios distantes
(metéstase). J& um tumor benigno é simplesmente uma massa de células
localizadas que se multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu
tecido original, raramente constituindo um risco de morte (THOMPSON
etal., 2002).

Conforme descrito pelo INCA (2010) existem trés abordagens
principais para o tratamento do cancer estabelecido: excisdo cirlrgica,
radioterapia e quimioterapia, sendo que o papel de cada uma delas ird
depender do tipo de tumor e do estagio de seu desenvolvimento. Caso
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ndo exista metastase, a intervencdo cirdrgica € capaz de remover
tumores com eficicia. A radioterapia entdo é empregada em conjunto
com a cirurgia como forma de incrementar a eficiéncia do tratamento.

Normalmente, um terco dos pacientes consegue ser curado
através das medidas locais ja citadas, mas quando a neoplasia
caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de metastases torna-se
necessario uma forma de tratamento sistémica, como a quimioterapia,
que emprega medicamentos aplicados em sua maioria via intravenosa ou
também por via oral, subcutanea, intramuscular e intratecal com o
objetivo de destruir as células doentes que fazem parte do tumor
(ALMEIDA et al., 2005; INCA, 2010).

Atualmente as principais classes de medicamentos utilizados na
terapia do cancer incluem: os antimetabdlitos, que bloqueiam uma ou
mais vias metabolicas envolvidas na sintense de DNA (ex:
mercaptopurina, tioguanina, metotrexato, fluorouracil); agentes
alquilantes que formam ligagdes covalentes com o DNA impedindo sua
replicacdo (ex: mostardas nitrogenadas, nitrosuréias, cisplatina); agentes
gue interagem com a topoisomerase Il (ex: daunorrubicina,
doxorrubicina, etoposideo); e agentes inibidores da sintese do RNA ou
de proteinas (ex: actinomicina D, vincristina e vimblastina)
(RICHARDSON, 2000; RANG; DALE, 2007).

Entre as classes de medicamentos apresentadas destacam-se
devido a sua importancia, os antibiéticos naturais, especialmente a
doxorrubicina (antraciclinas) utilizada como controle positivo na
maioria dos experimentos deste trabalho.

Este medicamento, isolado a partir da bactéria Streptomyces
peucetius é capaz de agir sobre as células tumorais por trés mecanismos
de acdo distintos: o primeiro, seria pela formacdo de ligacdes com os
grupos fosfolipideos da membrana celular alterando sua fluidez; o
segundo seria através da geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e da semiquinona; e o terceiro modo de agdo seria a formacéo
de ligacOes interfilamentares com o DNA e RNA assim como a
diminuigdo da atividade da enzima topoisomerase 1l (ALMEIDA et al.,
2005; NCI, 2010).

Apesar da utilizacdo e da eficacia dos agentes antineoplasicos,
nenhum composto existente é capaz de reduzir totalmente as varias
manifestacdes dessa patologia. Diversos sdo os problemas observados
na terapia desta doenca principalmente porque 0s agentes
antineoplasicos ndo sdo seletivos conduzindo a uma série de efeitos
colaterais aos pacientes que fazem seu uso. Ndo menos importante, €
preciso ressaltar que a maior falha na terapia antineoplasica é decorrente
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da “resisténcia as multiplas drogas” adquirida pelas populagdes celulares
através de mutagfes (GILLET; GOTTESMAN, 2010; INCA, 2010).

1.2 BASES GENETICAS DO CANCER

A maior parte dos tipos celulares carrega em si um genoma
completo que corresponde a informagfes que dao a célula a habilidade
de crescer e se dividir, mesmo depois do organismo ja desenvolvido.
Isso garante a manutencdo do tecido adulto ao longo da vida do
individuo e inclui o reparo de lesdes assim como a reposicdo de células
que sofrem desgaste devido a sua atividade por um longo periodo
(WEINBERG, 2008). Porém, essa versatilidade gera um grande risco
uma vez que sua sequéncia de genes serve de alvo para diversos
mecanismos que alteram sua estrutura (mutacdo) e assim a informacéo
contida no genoma (ALMEIDA et al., 2005).

O resultado de uma mutacdo sdo alteracBes na seqiiéncia de
bases do DNA, que, se replicada e transmitida as futuras geragOes
celulares, se torna permanente. As mutacdes podem estar envolvidas na
substituicdo de um par de bases por outro ou a adi¢do ou dele¢do de um
ou mais pares de bases (LEHNINGER, 1976).

Esses “defeitos” genéticos podem ser gerados através de
mutagenos ambientais, como carcindgenos quimicos ou radiacao e ainda
durante o metabolismo celular normal através da geragio de EROs. E
muito provavel que o mecanismo mais comum da mutagénese esteja
relacionado com erros espontaneos durante a replicacdo e reparo do
DNA visto que ocorrem 10" mitoses durante o tempo médio de
sobrevida de um ser humano (RUBIN; FARBER, 2002).

Sendo assim, o cancer é considerado basicamente uma doenca
celular onde o crescimento desregulado das células cancerosas é
resultado da aquisicdo seqliencial de mutagGes somaticas em genes que
controlam o crescimento e a diferenciacdo celular (THOMPSON et al.,
2002).

Dessa forma, a evolugcdo dessa doenca ocorre através do
aciUmulo adicional de danos genéticos em genes que codificam a
maquinaria celular resultando em clones cada vez mais aberrantes até o
aparecimento final de um fenétipo maligno. Os genes envolvidos na
patogenia do cancer podem ser divididos em duas categorias: 0s
oncogenes e 0s genes supressores tumorais (OSBORNE; WILSON;
TRIPATHY, 2004).



26

Os oncogenes (ex: Ras) sdo vers@es alteradas de genes normais,
denominados proto-oncogenes, que regulam o crescimento e a
diferenciacdo normais das células. Em geral, os oncogenes apresentam
mutagdes de “ganho de fungdo”, ou seja, facilitam a transformacgdo
maligna por mecanismos tais como o estimulo da proliferagdo, o
aumento de suprimento de sangue para o tumor e a inibi¢do da apoptose
(AUDIC; HARTLEY, 2004).

Ja 0s genes supressores tumorais (ex: p53, Rb) sdo genes
normais cujos produtos inibem a proliferacdo celular. Dessa forma, a
perda da fungdo das proteinas resultantes da sua codificacdo levam a
uma divisdo celular descontrolada e ao crescimento celular anormal ou
apoptose deficiente (RUBIN; FARBER, 2002).

1.3 APOPTOSE

Os organismos multicelulares, frequentemente precisam
eliminar células que estdo em excesso ou sdo potencialmente perigosas.
Tao importante quanto a divisdo e a migracdo celular, a morte celular
programada, ou apoptose, permite que o organismo controle firmemente
0 numero de células e o tamanho dos tecidos, além de se proteger contra
células que podem ameacar a homeostase (HENGARTNER, 2000;
FRANCO; CIDLOWSKI, 2009).

Este evento é essencial ao ponto de promover a conservacao de
elementos celulares como aminoécidos, nucleotideos, entre outros.
Neste sentido o processo de apoptose tem como reguladores positivos 0s
fatores de crescimento e os proto-oncogenes, capazes de estimular a
progressdo do ciclo celular e como reguladores negativos os supressores
tumorais que agem de modo contrario inibindo os reguladores positivos
(PAROLIN; REASON, 2001).

A partir do momento em que uma célula recebe o estimulo para
que se inicie a apoptose comegam a ocorrer diversas alteracfes em sua
morfologia como o seu arredondamento, retracdo dos pseuddpodos,
reducdo do volume, condensacdo da cromatina, fragmentagdo do ndcleo,
pouca ou nenhuma modificagdo em suas organelas e divisdo em corpos
apoptdticos (KROEMER et al., 2005). Esses Ultimos sdo rapidamente
fagocitados e removidos impedindo a geracdo de processos
inflamat6rios em torno da célula que acaba de morrer (GRIVICICH,;
REGNER; ROCHA, 2007).

Esse mecanismo de morte celular programada pode ser
desencadeado por diversas maneiras (Figura 1), seja por um sinal
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externo através da via extrinseca ou citoplasmatica, ou por um sinal
interno através da via intrinseca ou mitocondrial (HENGARTNER,
2000).

A primeira delas, a via extrinseca, é desencadeada pela ligagdo
de ligantes especificos a um grupo de receptores de morte (DR)
representados pelas moléculas: Fas (CD95 ou APO-1), TNFR-1,
TRAIL, DR3, DR4, DR5 e DR6. Ao serem ativados, 0s receptores
recrutam proteinas adaptadoras, como por exemplo, a proteina
adaptadora associada a CD95, que apresenta um dominio de morte
(FADD: Proteina adaptadora (Fas) com dominio de morte). Essas
proteinas recrutam a caspase 8 formando um complexo sinalizador
iniciador da apoptose (DISC: complexo sinalizador indutor da morte).
Como resultado ocorre a ativacdo da cascata de caspases, onde a caspase
iniciadora (8) causa a ativagdo da caspase efetora (3) desencadeando a
morte celular (HENGARTNER, 2000; IGNEY; KRAMMER, 2002;
BLAISE et al., 2005).

Ja a segunda, a via intrinseca, por sua vez, é ativada por estresse
intra ou extracelular como: privagdo de nutrientes, danos ao DNA (via
gene p53), ativagdo de oncogenes, radiagdo ultravioleta e niveis
elevados de EROs. Os sinais de estresse, em resposta a estes insultos,
sdo enviados a mitocondria que integra os estimulos de morte celular
induzindo a permeabilidade da membrana mitocondrial e a conseqiiente
liberagdo do citocromo ¢ para o citosol da célula. O citocromo ¢ forma
entdo um complexo com Apaf-1 (fator-1 ativador de protease
apoptdtica) denominado apoptossomo que tem como funcdo ativar a
cascata de caspases (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

Quando os niveis de EROs aumentam demasiadamente ocorre
como consequéncia a oxidacgdo de lipidios, proteinas e acidos nucléicos
aumentando dessa forma o colapso do potencial da membrana
mitocondrial interna (abertura do poro mitocondrial). Em resposta a esse
dano oxidativo da-se inicio a apoptose com a conseqliente liberagdo de
componentes pré-apoptdticos assim como a ativacao das caspases 3 € 9
(PAROLIN; REASON, 2001; ANAZETTI; MELO, 2007; GRIVICICH,;
REGNER; ROCHA, 2007).
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Figura 1. Demonstracdo das duas principais vias de ativacdo da apoptose
(extrinseca e intrinseca) que terminam em um ponto comum — ativagao da caspase 3
com a consequente morte celular. Adaptado de: Hengartner (2000).

Independente da forma de ativacdo deste evento celular, todas
as vias citadas anteriormente terminam em um ponto comum onde
ocorre a ativagcdo dos membros de uma familia de cisteino-aspartato
proteases denominadas caspases. Essas enzimas sdo sintetizadas como
zimogénios e se encontram sollveis no citoplasma, no espago
intermembrana mitocondrial e na matriz nuclear de todas as células. Seis
das 14 caspases humanas conhecidas participam do processo de
apoptose (3, 6, 7, 8, 9 e 10) (NICHOLSON; THORNBERRY, 1997).

As caspases sinalizam para a apoptose ao clivar substratos que
contenham residuos de aspartato causando a condensagdo, fragmentagdo
nuclear e a externalizacdo de fosfolipidios de membrana que irdo
sinalizar para que as células sejam fagocitadas por macrdfagos
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
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A regulacdo do processo de apoptose é extremamente eficiente
uma vez que requer a interagdo de inimeros fatores. Geneticamente, esta
regulacdo esta relacionada com os membros da familia Bcl-2 que podem
exercem funcdo reguladora oposta. Alguns membros sdo capazes de
induzir a morte celular por atuar como proteinas prd-apoptdticas (Bax,
Bak, BH1, BH3; Bid, Bad, PUMA, NOXA) ao passo que outros sdo
capazes de reprimir a morte celular por atuar como proteinas anti-
apoptdticas (BH1, BH4, Bcl-2, Bel-XL) (KROEMER, 1997).

Para que a homeostasia celular seja mantida é necessario um
balanco entre as quantidades de proteinas de cada classe. Os membros
pré-apoptdticos encontram-se no citosol e ao serem ativados sdo
translocados para a mitocondria alterando a sua permeabilidade de
membrana, permitindo dessa forma o extravasamento de proteinas pro-
apoptéticas indutoras desse processo de morte celular. JA os membros
anti-apoptéticos, inibem a apoptose, pois sdo capazes de prevenir a
exclusdo do citocromo ¢ (PAROLIN; REASON, 2001).

Existem ainda alguns outros reguladores da apoptose, entre
estes pode ser citado a molécula FLIPS (FADD-like interleukin-1b
converting enzyme-like protease inhibitory protein) que atua
diretamente a nivel de DR interferindo na etapa inicial do processo de
apoptose (KRUEGER et al., 2001). Essas proteinas, identificadas em
células humanas, sdo estruturalmente semelhantes a pro-caspase 8. Isso
permite a sua associacdo a uma proteina adaptadora e a consequente
formacdo do complexo DISC, porém inibe a ativagdo da caspase 8
iniciadora (IGNEY; KRAMMER, 2002).

1.4 CORRELAGAO ENTRE CANCER E APOPTOSE

A apoptose, como ja foi descrita, € um processo fisioldgico que
auxilia na manutencdo da homeostase celular e tecidual. Porém, este tipo
de morte celular programada também pode estar envolvido na etiologia
de vérias doencas humanas como cancer, desordens neurodegenerativas
e doencas autoimunes (FRANCO; CIDLOWSKI, 2009).

Uma das caracteristicas mais importantes do cancer é o
crescimento continuo da massa tumoral. Hoje, sabe-se que todos os
tumores malignos adquiriram a propriedade de crescer além dos limites
impostos as células normais. Desse modo, as taxas de proliferacdo e de
morte celular podem ser consideradas fatores determinantes do seu
crescimento (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).
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Portanto, a incapacidade de uma célula se submeter a apoptose
pode adiantar o desenvolvimento dessa doenga permitindo que células
tumorais se dividam e se acumulem além de ndo permitir que elas
eliminem fatores mutantes genéticos que podem levar a um potencial
efeito maligno. Em vista disso, estudos apontam que a resisténcia a
apoptose pode ser adquirida de diferentes formas e em varios estagios da
formacédo do tumor (FORONES et al., 2005).

Diversas sdo as proteinas responsaveis pela regulacdo do ciclo
celular e apoptose (c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKB, familia Bcl-2
(Bax, Bid), NF-Kb, CDK e ciclinas) sendo que cada uma delas responde
a um estimulo que pode ser inducédo da proliferacdo celular, parada do
ciclo celular ou morte. Vérios também sdo os fatores que podem causar
mutacdo nos genes que codificam estas proteinas reguladoras sendo
assim, as proteinas perdem sua funcdo caracterizando a doenca
conhecida como cancer (PAROLIN; REASON, 2001).

Uma das mutagfes que pode ser citada € a mutacdo no gene p53
que codifica a proteina p53. Esta participa da regulacdo do ponto de
checagem na fase G1 do ciclo celular sendo extremamente importante
para a manutencdo da integridade do genoma. Ao induzir uma parada
nesta fase do ciclo celular a proteina p53 permite a detec¢do de danos
celulares podendo dar inicio a acdo de mecanismos de reparo do DNA
ou a remogdo de células danificadas através do processo de apoptose
(VERMEULEN et al., 2003).

Estudos de mutacGes padrdo no gene p53 podem oferecer
indicios que de que tanto processos bioldgicos internos como ataques
quimicos ao DNA por substancias exdgenas sdo importantes fontes de
mutacdo no cancer humano. Portanto, a fungéo da proteina p53 alterada
ndo induz mais a parada do ciclo em G1 e a proliferacdo da massa
tumoral segue adiante (HOLLSTEIN et al., 1994).

Outro gene que se encontra superexpresso em VArios tipos de
cancer é o gene Bcl-2. Este gene é responsavel pela indugéo da proteina
Bcl-2 que atua como molécula bloqueadora do processo apoptético. Ao
se unir & molécula pré-apoptética Bax, a proteina Bcl-2 impede a
formacdo do homodimero Bax-Bax, dessa maneira ndo ocorre a
formacdo do poro mitocondrial e a liberagdo do citocromo c fica
impedida, evitando assim a morte das células tumorais (CORY:;
ADAMS, 2002; GOGVADZE; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2009).

Uma outra proteina, denominada c-Myc, é uma fosfoproteina
que funciona como um fator de transcricdo estimulador tanto da
progressdo ciclo celular como da apoptose. Essa proteina pode exercer
efeito sobre a progressdo do ciclo celular através da ativacdo da
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transcrigdo de genes que apresentam um importante papel no controle do
ciclo celular (ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKS)). Por
outro lado, sua superexpressdo pode induzir a morte por apoptose (ndo
se sabe exatamente como) por estar associada as vias que envolvem as
proteinas p53, Bcl-2, Fas (VERMEULEN et al., 2003).

Frente a todos esses conhecimentos, a apoptose na préatica
clinica vem sendo considerada alvo para um potencial uso terapéutico da
morte celular programada. Portanto, a elucidacdo de alguns mecanismos
moleculares de apoptose abriu possibilidades de modulagdo deste
processo, desse modo, substdncias novas com possivel efeito
antitumoral tém sido avaliadas frente ao seu potencial em induzir a
morte de células tumorais (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

1.5 ANGIOGENESE FISIOLOGICA E TUMORAL

Em 1628 Willian Harvey descobriu que o coracdo era capaz de
bombear sangue para todo o organismo através de artérias, ao passo que
0 seu retorno seria realizado através de veias. Poucas décadas depois,
em 1661, Marcello Malphighi identificou os vasos capilares como o0s
menores vasos que fecham o ciclo circulatério entre artérias e veias
(CARMELIET, 2005).

A existéncia de todo esse sistema circulatdrio surgiu a partir de
dois processos, 0 primeiro, a vasculogénese, diz respeito a formacéo de
novos vasos durante a fase embrionaria. JA4 o segundo, denominado
angiogénese, corresponde ao processo de formacdo de novos vasos a
partir de células endoteliais sendo fisiologicamente essencial ao
desenvolvimento de 6rgéos, a cicatrizacdo de ferimentos e em processos
inflamatérios (CARMELIET, 2003).

A regulacdo desse mecanismo de formagdo de novos vasos
depende principalmente dos fatores pré-angiogénicos: bFGF (fatores de
crescimento de fibroblastos —basico ou tipo 2), a familia de citocinas
VEGFs (fator de crescimento endotelial vascular), angiopoetinas, fatores
de adesdo, injlria, hipéxia e células inflamatdrias e antiangiogénicos:
pericitos, endostatinas, angiostatinas, vasostatinas, fragmentos de
coladgeno tipo XVIIlI e IV e a PEDF (fator derivado do epitélio
pigmentado) (O’REILLY et al., 1997; KERBEL, 2000; BERNARDINI
et al., 2003).

Vérias sdo as fases pelas quais o endotélio vascular precisa
passar para que 0 processo angiogénico seja concluido. A primeira delas
€ o estimulo que as células endoteliais do vaso-mde recebem de
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citocinas angiogénicas citadas anteriormente. Em seguida, a lamina
basal é degradada pela acdo de proteases da matriz extracelular
(metaloproteases - MMPs) assim, as células endoteliais tém a permissao
de migrar para o estroma perivascular, proliferar e dar inicio ao
brotamento capilar. A direcdo da migracdo é guiada em sentido aos
estimulos angiogénicos. O broto formado se expande e assume a forma
tubular ao passo que uma nova lamina basal se desenvolve. A
proliferacdo endotelial permite a extensdo dos tdbulos microvasculares
que se unem por anastomose dando origem a cadeia circulatéria
fundamental (SILVA et al., 2007).

Em algumas situacdes fisiologicas a ocorréncia da angiogénese
é fundamental, porém a formacdo de novos vasos pode estar relacionada
a diversas patologias como psoriase, artrite, cegueira, asma,
aterosclerose, doencas infecciosas e cancer (CARMELIET, 2003).

A angiogénese tumoral (figura 2) atualmente merece bastante
destaque, pois, sabe-se que o crescimento de uma massa tumoral esta
diretamente relacionado com o processo de neovascularizacdo, o qual
ocorre a partir da geracdo de fatores estimuladores da angiogénese
secretados pelas proprias células neoplasicas, garantindo dessa forma
seu aporte de oxigénio e nutricional (THOMPSON et al., 2002;
PANDYA; DHALLA; SANTANI, 2006).

N&o menos importante, 0 processo angiogénico também é
responsavel pelo aparecimento de metastases tumorais uma vez que a
formacdo de novos vasos permite que as células neoplasicas penetrem
nos capilares e se difundam por todo o organismo, originando metastase
em qualquer outro tecido do organismo (ZETTER, 1998).
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Figura 2. Representacdo esquematica da angiogénese tumoral iniciada a partir da
liberagdo de fatores de crescimento, como por exemplo, VEGF e o processo de
metéstase. Adaptado de: Genentech (2010).

No ano de 1971 Judah Folkman apontou a inibicdo da
angiogénese como uma estratégia efetiva no tratamento de tumores
humanos. Portanto, estratégias antiangiogénicas e consequentemente
antitumorais estdo baseadas na inibicdo da proliferacdo e migracéo de
células endoteliais (FOLKMAN, 1995).

Atualmente ja existem provas de que a combinacdo entre
quimioterapia e agentes antiangiogénicos realmente aumenta a
sobrevida de pacientes com neoplasia em estados avancados e isso fez
com que pesquisadores se sentissem otimistas na busca de novos
agentes capazes de reduzir a angiogénese relacionada com a etiologia do
cancer e a capacidade tumoral de desenvolver metastases (FOLKMAN,
1995; GRIFFIOEN; MOLEMA, 2000; CARMELIET, 2005).

Masferrer e colaboradores (2000) propuseram o efeito
antiangiogénico do medicamento Celecoxib, um inibidor especifico da
enzima COX-2, expressa em células inflamatorias e em tumores
humanos. Em seus estudos este medicamento apresentou atividade
maxima inibitéria de 80% dos vasos sanguineos na cérnea de ratos (30
mg/kg/dia). Outro relato importante deste estudo foi a detecgdo de
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COX-2 nos vasos sanguineos dos figados dos pacientes com cancer de
cdlon metastatico. Desta forma, agentes inibidores desta via poderiam
afetar o crescimento tumoral através da inibicdo da formacdo de novos
vasos responsaveis pela sobrevivéncia do tumor.

Além do mais, a terapia com esses agentes apresenta algumas
vantagens como baixa toxicidade, ndo causando a perda de cabelo nem
os sintomas mais freqlientes como, por exemplo, 0s gastrointestinais.
Outro fator positivo é que ndo foi observado o desenvolvimento de
resisténcia a droga facilitando a sua utilizacdo como complemento aos
tratamentos ja estabelecidos como a quimioterapia, radioterapia ou
intervencdo cirtrgica (FOLKMAN, 1995).

1.6 A FITOTERAPIA NO TRATAMENTO DO CANCER

A terapia através da utilizacdo de plantas é conhecida e
praticada desde as antigas civilizacdes, sendo que o habito de recorrer as
virtudes curativas de certos vegetais € uma das primeiras manifestagdes
do esfor¢co do homem para compreender e utilizar a natureza (TESKE;
TRENTINI, 1997).

Ao longo dos tempos a utilizacdo das plantas foi evoluindo
desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente
utilizada pelo homem das cavernas até as formas mais sofisticadas de
fabricacdo industrial utilizada pelo homem moderno (LORENZI;
MATOS, 2002).

Atualmente, apesar dos paises desenvolvidos possuirem facil
acesso a medicina moderna, grande parte da populagdo ainda faz uso de
plantas medicinais devido a questdes culturais e histdricas. Ja nos paises
em desenvolvimento cerca de 65-80% da populacdo depende quase que
exclusivamente das plantas medicinais na atencdo basica a salde
(AGRA et al., 2008).

Isto é suficiente para o reconhecimento do valor das plantas
medicinais que tém apresentado um incrivel poder de cura no seu estado
natural ou como fonte de novos agentes farmacol6gicos (ELVIN-
LEWIS, 2001).

Entre todos os farmacos antitumorais disponiveis nos anos de
1940 a 2002, 40% séo produtos naturais per se ou sdo seus derivados,
sendo que outros 8% sdo considerados produtos miméticos aos naturais.
Muitos desses agentes até hoje continuam sendo usados clinicamente e
entre estes podem ser citados compostos derivados da vinca como
vincristina e vinblastina, alcaldides isolados de Camptotheca acuminata
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(Nyssaceae) como camptotecina, taxanos isolados do género Taxus
(Taxaceae), etoposideo e tenoposideo, derivados de ligananos de
espécies do género Podophyllum, e entre outros (CRAGG; NEWMAN,
2005).

Os alcaldides da vinca (vinblastina, vincristina, vindesina),
isolados da planta Catharantus roseus (Apocynaceae), e varios de seus
compostos semi-sintéticos (vinorrelbina) sdo utilizados no tratamento de
leucemias, linfomas, cancer testicular avancado, mama e pulmao. Estes
compostos sdo capazes inibir o fuso mitético, induzindo uma parada na
metafase. Nesta fase da mitose esses agentes sdo capazes de se unir a
tubulina resultando na inibicdo de sua polimerizacdo para a formacédo
dos microtdbulos, interrompendo a divisdo celular (BALUNAS;
KINGHORN, 2005).

Outro composto, denominado paclitaxel (Taxol®), é um
triterpeno poliidroxilado que foi isolado da planta Taxus brevifolia
(Taxaceae) pela primeira vez em 1971. Este composto tornou-se um
medicamento, na década de 90, que também age através da inibicdo do
fuso mitdtico. Ao dimerizar a tubulina os tdbulos passam a ficar
estabilizados impedindo que ocorra a despolimerizacdo da tubulina,
levando ao bloqueio da replicacdo celular que resulta na perda da
viabilidade celular (WANG; WANG; SOONG, 2000; SOUZA, 2004).

Além do paclitaxel, outros dois andlogos desta molécula foram
semi-sintetizados, o docetaxel e o isotaxel. Enquanto o paclitaxel vem
sendo utilizado no tratamento de céncer de mama, ovario, pulmdo e
sarcoma de Kaposi, o doxetaxel é utilizado especificamente em casos de
cancer de mama e pulméo, sendo muito mais soltvel e eficaz que o
anterior (CRAGG; NEWMAN, 2005).

O primeiro composto ativo de Podophyllum peltatum
(Podophylaceae), a podofilotoxina, foi isolado no ano de 1880, porém
sua estrutura so foi identificada no ano de 1950. Este lignano bioativo
era usado por povos antigos do subcontinente Indiano para o tratamento
de cancer de pele e verrugas. Mas, ao ser submetido a avaliacGes pré-
clinicas, este composto demonstrou falta de eficacia e alta toxicidade o
que levou & alteragdes na sua estrutura quimica permitindo a geracéo de
dois farmacos semi-sintéticos menos toxicos e mais potentes: etoposideo
e tenoposideo (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Esses agentes antitumorais agem bloqueando as células nas
fases S e G2 do ciclo celular e inibindo a acdo da enzima topoisomerase
Il, responsavel pela separagdo da dupla fita de DNA para o posterior
processo de divisdo celular. A inibicdo desta enzima ocorre através da
ligacdo do composto antitumoral ao complexo DNA-topoisomerase |1
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causando a quebra da dupla-fita de DNA e a subseqlente morte celular
(MATSUMOTO; KUNISHIO; NAGAO, 1999; SCHONN;
HENNESEN; DARTSCH, 2010).

Da casca da arvore Camptotheca acuminata (Nyssaceae) foi
extraido o alcaldide camptotecina que também apresenta propriedade
antitumoral principalmente nos casos de tumores sélidos. O mecanismo
de agdo deste composto se da através da inibicdo da enzima
topoisomerase |, envolvida na replicacéo, transcrigdo e recombinacdo do
DNA. A inibicdo desta enzima ocorre porque a camptotecina é capaz de
se ligar a um complexo formado pelo DNA e a enzima topoisomerase I.
Originalmente este composto apresentou uma mielosupressdo
inaceitavel (WALL; WANI, 1996; BALUNAS; KINGHORN, 2005),
em vista disso, outros analogos sintéticos menos toxicos da
camptotecina precisaram ser avaliados, sendo entdo aprovados para uso
clinico o topotecan (Hycamptin®) e o irinotecan (Camptosar®)
(ORMROD; SPENCER, 1999).

1.7 O GENERO Croton

Apesar de j4 existirem estudos fitoquimicos e farmacoldgicos a
respeito de muitas plantas medicinais utilizadas pela populacéo
brasileira, a maioria delas carece de estudos cientificos detalhados, que
suportem suas aplicagdes terapéuticas (YUNES; CALIXTO, 2001).

No ano de 2009, a revista Pharmacia Brasileira (Marco/Abril)
publicou através do Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos do Ministério da Salde, uma lista com 71 espécies
vegetais de interesse do SUS (Renisus), cuja finalidade seria orientar
estudos e pesquisas que pudessem subsidiar a elaboracdo de
medicamentos fitoterdpicos capazes de combater as doencas mais
comuns entre os brasileiros.

Entre as 71 plantas medicinais listadas na Renisus, na posicao
21 encontra-se 0 género Croton spp., cuja maioria das espécies possui
um latex de cor avermelhada, conhecido popularmente como Sangue de
Dragdo (SANDOVAL et al., 2002).

Esta denominacdo popular é, de modo geral, utilizada para
caracterizar diversos tipos de resina vermelha descritos na literatura
como, por exemplo, no leste da india o Sangue de Dragdo é oriundo da
fruta de Daemonorops draco Willd., j& o tipo Scotran ou Zanzibar faz
mencdo ao exudato de Dracaena Cinnabari Balf.f. No México esta
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denominacdo diz respeito a resina de Croton lechleri Mull.,, e na
Venezuela se refere a resina de Croton gossypifolium Vahl (GUPTA;
BLEAKLEY; GUPTA, 2008).

Entre tantos géneros e espécies que recebem a mesma
denominacdo popular, destaca-se o género Croton que pertence a familia
Euphorbiaceae, a qual abrange cerca de 1300 espécies (WEBSTER,
1967; WILSON; NEUBERT; HUFFMAN, 1976). No estado do Rio de
Janeiro 39 espécies do género Croton foram identificadas sendo que
algumas delas apresentam aplicagdes terapéuticas como no caso do
cancer (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).

O emprego deste género na medicina popular ndo se limita ao
uso apenas do latex, existem também relatos que apontam a utilizacdo
de folhas e da casca. Dessa forma varios estudos demonstram diferentes
atividades farmacolégicas como: atividade anti-inflamatéria e
antioxidante de C. celtidifolius (NARDI et al., 2003), anti-inflamatéria
C. palonostigma (SANDOVAL et al.,, 2002), vasorelaxante de C.
celtidifolius (DALBO et al., 2008), antinociceptiva de C. cajucara
(CAMPOS et al., 2003), hipoglicémica e hipolipidémica de C. cajucara
(SILVA et al., 2001), antimicobacteriana e antimalarica de C. kongensis
(THONGTAN et al., 2003), antiproliferativa de C. lechleri (ROSSI et
al., 2003), citotéxica de C. oblongifolius (SOMMIT et al., 2003),
antitumoral do latex de C. lechleri (DESMARCHELIER et al., 1997).

Como constituintes quimicos sdo citados uma enorme
diversidade de compostos biologicamente ativos como principalmente
diterpenoides (ésteres de forbol, clerodano, labdano, kaurano,
traquilobano e pimarano) e alcaldides (SALATINO; SALATINO;
NEGRI, 2007).

1.8 Croton celtidifolius Baill

A Croton celtidifolius (Figura 3) pertencente a familia
Euphorbiaceae é uma arvore encontrada nos estados do Rio de Janeiro,
Goi&s e S&o Paulo, porém, seu predominio maior se di na Floresta
Atlantica no sul do Brasil, principalmente no estado de Santa Catarina
onde é conhecida popularmente como Sangue-de-Adave, Sangue-de-
Drago, Pau-Andrade, Pau-sangue (NARDI et al., 2006; NARDI et al.,
2007).

Como caracteristicas botanicas, esta arvore pode atingir até 6
metros de altura. Suas folhas sdo alternadas, pubescentes, rombiformes-
ovadas, com duas grandes glandulas estipitadas na base, com cerca de
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6,5-18 cm de comprimento. Esta planta apresenta a inflorescéncia em
racemo com até 30 cm de comprimento, bracteas lanceoladas com 1-10
flores, as inferiores hermafroditas ou as vezes masculinas. Floresce de
novembro a fevereiro, com frutos de janeiro a marco. Os frutos sdo do
tipo capsula (CITADINI-ZANETTE; BOFF, 1992).
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Figura 3. (A) Folhas de C. celtidifolius; (B) Inflorescéncia de C. celtidifolius, (C)
Fruto de C. celtidifolius. Adaptado de: Berry (2010).

Esta espécie ha muito tempo vem desempenhando um papel
importante na medicina popular merecendo entdo que suas propriedades
sejam reconhecidas pelo SUS como citado anteriormente (SALATINO;
SALATINO; NEGRI, 2007).

Entre as utilizagbes populares da C. celtidifolius incluem-se o
tratamento de céancer (leucemias), Ulceras, reumatismo, constipacdo
intestinal, diabetes, hipercolesterolemia, dor, febre, diarréia, hipertenséo,
inflamagdo, vermes intestinais, malaria, obesidade, feridas externas
(DALBO et al., 2005; SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).

Ainda existem poucos estudos que relatam as atividades
bioldgicas desta planta. Nardi e colaboradores (2006) demonstraram
efeito analgésico de varios extratos, fracbes e sub-fragdes obtidas a
partir casca de C. celtidifolius. Ainda neste ano, também foi relatado o
efeito antinociceptivo da fracdo rica em proantocianidinas (DALBO et
al., 2005; 2006).

Posteriormente Nardi e colaboradores (2007) comprovaram as
propriedades antioxidante e anti-inflamatéria de fracGes e sub-fracdes,
ambas ricas em proantocianidinas, um composto capaz de aumentar a
atividade end6gena da enzima superdxido dismutase (SOD), reduzindo
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dessa forma tanto os pardmetros oxidativos como a migracéo celular,
principalmente, de leucécitos polimorfonucleares.

Provavelmente os efeitos observados devem ser devido a agdo
direta do composto proantocianidina na capacidade scavenging de
moléculas antioxidantes e na potencializacdo da acdo antioxidante da
enzima SOD (NARDI et al., 2007).

Apesar de pouco se saber a respeito da constituicdo quimica
desta planta, alguns estudos demonstraram a presenca de ciclitois (1L-1-
o-metil-mio-inositol, neoinositol e sitosterol) (MUKHERJEE; AXT,
1984), catequinas, galocatequinas e proantocianidinas em fracGes
obtidas a partir do extrato bruto da casca (NARDI et al., 2003) e ainda
alcaldides e saponinas também obtidos a partir da casca (AMARAL;
BARNES, 1997).

Tendo em vista os tépicos acima discutidos, as plantas sdo
consideradas fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos em processos tumorais, muitos dos quais se constituem em
modelos para a sintese de um grande nUmero de farmacos. C.
celtidifolius é uma dessas espécies, pois possui histdria de uso popular
devido ao seu possivel efeito antitumoral.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Levando em consideracdo todos os argumentos citados acima, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico,
nucledsico e antitumoral do latex de Croton celtidifolius Baill
(Euphorbiaceae), assim como analisar o efeito do latex sobre a
angiogénese e mecanismos de proliferacdo e morte celular (apoptose)
utilizando modelos experimentais in vitro e in vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliacdo da composicdo quimica do latex de C. celtidifolius
através de analises espectrofotométricas e cromatograficas;

e Avaliacdo da capacidade citotdxica do latex de C. celtidifolius
sobre as linhagens celulares tumorais de Ehrlich e MCF-7 através do
ensaio de citotoxicidade mitocondrial do MTT;

e Avaliacdo da atividade nucledsica do latex de C. celtidifolius
através do ensaio de dano ao DNA plasmidial;

e Avaliacdo da atividade pro-apoptotica in vitro do latex de C.
celtidifolius sobre as células do carcinoma de Ehrlich através da
coloracdo diferencial por Brometo de etidio / Laranja de acridina;

e Avaliagio da atividade antitumoral do latex de C. celtidifolius em
camundongos isogénicos Balb/C inoculados com o tumor ascitico de
Ehrlich (TAE) através da medida de viabilidade celular (corante azul de
tripan), avaliacdo de parametros morfofisioldgicos (peso, circunferéncia
abdominal, volume de liquido ascitico, volume de células compactadas e
sobrevida) no TAE;

e Avaliagdo da atividade antiangiogénica do latex de C. celtidifolius
através do ensaio de CAM realizado em ovos fertilizados de Gallus
domesticus, assim como a avaliagdo da morfogénese dos embriGes
submetidos ao tratamento.
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3 METODOLOGIA

3.1 COLETA DO MATERIAL

O latex de C. celtidifolius foi coletado no municipio de Lauro
Miiller pelos responsaveis da Pastoral da Sadde da regido. Para realizar a
coleta deste material foram feitos cortes na casca da arvore de forma a
permitir que este escorresse e pudesse ser coletado em recipiente
apropriado.

Juntamente com a coleta do latex foram recolhidas amostras de
folhas e flores para a posterior identificacdo boténica da planta que foi
realizada pela professora Dr.2 Vanilde Citadine Zanette. Uma exsicata
da espécie foi depositada no Herbario do Departamento de Botanica da
Universidade do Extremo Sul Catarinense em Criciima (Brasil) (CRI
4309).

3.2 PREPARO DO LATEX DE Croton celtidifolius

Apos a realizagdo de alguns tratamentos, nos ensaios in vivo,
com o latex de C. celtidifolius foi possivel perceber uma reacdo bastante
téxica nos camundongos caracterizada pela erecdo dos pélos, prostracdo
e ainda formagdo de uma massa branca na cavidade peritoneal dos
animais observada apo6s a sua morte. Levando em consideracdo estes
efeitos, foram encontradas, na literatura, diversas formas de
processamento de materiais constituidos por latex a fim de melhorar este
material e reduzir os efeitos anteriormente relatados.

A metodologia mais interessante para o latex em questdo foi
adaptada ao material deste estudo e, a amostra do latex fresco foi
adicionado tampdo fosfato 10mM (pH 7,0) (1:1). A mistura foi mantida
em repouso por um periodo de 12 horas, em geladeira (2-8°C), sendo
posteriormente centrifugada a 5000g por 10 minutos a 25°C para a
eliminacdo do pellet. O sobrenadante foi liofilizado para a posterior
utilizacdo nos experimentos subsequentes (OLIVEIRA et al., 2007).
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3.3 ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA DO LATEX

Os ensaios referentes a composicdo quimica do latex foram
realizados na Fondazione Edmund Mach, no Istituto Agrario San
Michele all’ Adige (IASMA), na Italia.

3.3.1 Analises espectrofotométricas

Os fenois totais foram medidos diretamente usando o reagente
Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965) e as concentracdes
foram determinadas utilizando curva de calibracdo com acido galico,
g/L de latex. As andlises espectrofotométricas foram realizadas em
triplicata.

3.3.2 Andlises cromatograéficas

As anélises foram realizadas no sistema CLAE Waters 2960
(Waters, Milford, MA, EUA) equipado com DAD Waters 996 e
Micromassa ZQ com analisador quadrupolo e fonte de ionizacdo por
eletrospray - espectrometria de massa (ESI-MS). As amostras foram
filtradas através de um filtro de 0,22 um do tipo seringa (Millipore,
Bedford, MA) antes da injecdo no sistema CLAE.

3.3.2.1 Conteudo de flavan-3-6is

A separagdo e quantificacdo dos compostos foram realizadas
conforme Gris e colaboradores (2010). A separagéo foi feita utilizando
coluna Atlantis C18 (5,0 um, 4,6 x 250 mm; Manchester, UK) protegida
pela coluna de guarda do mesmo material. O fluxo utilizado foi 0,9 mL
min™, o volume de injecéo foi de 10 pL. A fase mével consistiu de uma
solugdo de acido acético 2,5 % em agua (A) e de metanol (B). A
separacdo foi realizada a 40°C em 47 minutos, sob as seguintes
condi¢cOes: gradiente linear comecando com 5 % do solvente B,
atingindo 6 % do solvente B em 5 min., 18 % do solvente B em 25 min.,
30 % do solvente B em 1 minuto e finalmente 100 % do solvente B em
16 minutos. A coluna foi entdo lavada com 100 % de B por 1 minuto e
reequilibrada por 7 minutos.
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A deteccdo foi realizada a 280 nm. O detector de espectrometria
de massa foi operado a uma voltagem de capilaridade de 3000 V, tensédo
do extrator de 6 V, temperatura da fonte de 150°C, temperatura do gas
de dessolvatacdo de 500°C, fluxo de gas para a dessolvatacdo do cone
(N,) de 50 L h™ e um fluxo de gas de dessolvatacio para a amostra de
(N,) 1200 L h™. ESI-MS variou de m/z 100-1500 com um tempo de
permanéncia de 0,1 s.

A quantificacdo de flavan-3-6is livres (Figura 4) foi realizada
por espectrometria de massa com base no tempo de retengdo de seu ion
molecular e fragmento principal dado pela espectrometria de massa
através de comparagdo com 0s respectivos padrdes externos. Os ions
moleculares (M-H)" utilizados que foram m/z 289,3 para catequina e
epicatequina, m/z 305,3 para galocatequina e epigalocatequina. A
voltagem dos cones para todos os ions foi 30 V.
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Figura 4. Estrutura dos principais compostos flavonoéides (flavan-3-dis) encontrados
no latex de C. celtidifolius.

3.3.2.2 Contetdo de flavonéis

A separacdo dos flavondis (miricetina, quercetina e campferol)
(Figura 5) foi realizada de acordo com Mattivi e colaboradores (2006)
usando coluna de fase reversa Purospher RP18 250 mm x 4 mm, munida
de uma pré-coluna (Merck, Alemanha). Os solventes utilizados foram os
seguintes: A, HCIO,4 0,3% em &agua, e B, metanol. O gradiente linear da
seguinte forma: de 40 a 90% de B em 30 min. A coluna foi equilibrada
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durante 5 minutos antes de cada andlise. A vazdo foi de 0,45 mL/min, o
volume de injeg&o 5pL.

A quantificacdo foi realizada por espectrometria de massa com
0 método de padrdo externo usando ions moleculares (M-H), que foram
m/z 319,2 para miricetina, m/z 303,2 para quercetina e m/z 287,2 para
campferol. A tensdo 6tima para todos os ions foi 30 V. O detector de
espetrometria de massa opera a uma voltagem capilar de 3000 V,
voltagem do extrator de 5 V, temperatura da fonte de 105°C,
temperatura de dessolvatacio de 200°C, fluxo de gas (N;) de 50 L.h e
fluco de gés de solvatacio (N.) de 450 50 L.h™. A faixa de espectro ESI-
MS de m/z 200 a 700 foram tiradas de modo positivo com um tempo de
espera de 0,1 segundos. O coeficiente de variacdo obtido
experimentalmente com 6 analises do mesmo material foi:miricetina
2,76%; quercetina 3,06% e campferol 3,71% e os resultados foram
expressos em mg/L de latex.
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Figura 5. Estrutura dos principais compostos flavondides (flavondis) encontrados
no latex de C. celtidifolius.

3.4 CULTURA DE CELULAS

No presente estudo foram utilizadas células do carcinoma de
Ehrlich isoladas de camundongos Balb/C que portavam o tumor ascitico
de Ehrlich (TAE) e cultivadas em meio RPMI suplementado com soro
bovino 10%, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 mg/mL).
Também foram utilizadas células de tumor de mama (MCF-7),
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adquirida no Banco de células da UFRJ que passaram pelo mesmo
processo de cultivo recebendo apenas meio de cultura diferente
(DMEM). Ambas as linhagens foram mantidas até a densidade celular
de 1-2 x 10° células/mL de meio de cultura a temperatura de 37°C em
atmosfera contendo 5% CO; e 95% de umidade (KVIECINSKI et al.,
2008).

3.5 COMITE DE ETICA

Antes de dar inicio & execugdo dos protocolos experimentais in
vivo, 0s projetos referentes aos ensaios com camundongos Balb/C e com
ovos de Gallus domesticus foram submetidos ao Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA), os quais foram aprovados sob 0s numeros
23080.025627/2009-72 e 23080.003462/2010-11, respectivamente.

3.5.1 Animais

Para a realizacdo dos ensaios referentes a avaliacdo da atividade
antitumoral in vivo foram utilizados camundongos isogénicos Balb/C
(Mus muscullus), machos (20 + 2 g de peso), com idade aproximada de
60 dias. Estes animais foram obtidos a partir da reproducdo controlada
realizada no biotério do Laboratério de Bioquimica Experimental
(LABIOEX) e mantidos conforme orientagbes reconhecidas
internacionalmente destinadas ao manejo de animais para pesquisa.

Dessa forma, os animais utilizados neste experimento foram
divididos em grupos (n = 12) conforme seu peso e mantidos sob
condicBes controladas (ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura 25 +
2°C e ~ 60% umidade do ar), recebendo racdo comercial autoclavada e
agua ad libitum.

3.5.2 Ovos fertilizados

Para a realizacdo dos experimentos referentes & avaliacdo da
atividade antiangiogénica, foram utilizados ovos de galinha (Gallus
domesticus) fertilizados, adquiridos junto & empresa Tyson® do Brasil,
localizada no municipio de Séo José - SC.
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3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS in vitro
3.6.1 Avaliacéo da citotoxicidade pela reducdo do MTT

0 MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolil) é um sal de coloragcdo amarelo-ouro que atua como
indicador da funcdo mitocondrial de uma célula. Ao ser reduzido a
formazan pelo metabolismo mitocondrial, este sal é capaz de gerar um
composto de cor purpura, indicando assim a viabilidade celular
(FRESHNEY, 1999).

Para avaliar a citotoxicidade do latex de C. celtidifolius sobre
ambas as linhagens celulares, estas foram colocadas em placas de 96
pocos a uma densidade celular de 5 x 10° células/mL e incubadas
conforme as condi¢fes ambientais descritas acima. 24 horas apés a
incubagdo das células, o meio foi removido e substituido por outro
contendo o latex a ser analisado nas concentragdes que abrangem a faixa
de 31,25 — 500 pg/mL (KVIECINSKI et al., 2008).

Decorridas 48 horas ap6s o tratamento das células, 0 meio de
cultura contendo o latex foi retirado, e 0 MTT (1 mg/mL) foi adicionado
procedendo-se a uma nova incubacao que teve duracdo de 4 horas. Apds
esse periodo, 0 MTT excedente foi removido e 100 uL de DMSO (PA)
foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan produzidos
durante a incubagdo. Em seguida, a absorbancia das amostras foram
lidas a 540nm em um leitor de placas (MOSMANN, 1983). Neste
experimento, para ambas as linhagens celulares, foi utilizado como
branco DMSO puro e, como controle negativo meio de cultura.

Cada uma das concentracdes foi testada em oito replicatas, em
trés experimentos individuais que ocorreram em trés dias diferentes. Os
valores obtidos foram expressos em percentual de células viaveis de
acordo com a seguinte formula:

Viabilidade celular (%) = [(ADS teste — ADS pranco) X 100] / AbS controle

Os valores de Clsy (concentragdo inibitoria 50%) foram
calculados por regressdo linear e expressos em Média + Desvio Padréo.
Considerou-se o valor do controle negativo como 100% de viabilidade
celular sem a presenca do latex testado.
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3.6.2 Avaliacéo da atividade nucleasica
3.6.2.1 Dano ao DNA plasmidial

O DNA plasmidial é flexivel o suficiente para adotar diversas
formas. Além da sua forma normal superenovelada (FI), é possivel que
ele se transforme na forma circular aberta (FII) e na forma linear (FIII).
Isso é decorrente de quebras que podem ocorrer na dupla hélice, sendo
assim, se a quebra for simples a forma normal superenovelada
transforma-se em forma circular aberta ja, se a quebra for dupla a forma
original transforma-se em forma linear (Figura 6) (BERG;
TYMOCZKO; STRYER, 2004).

Para que fosse possivel a avaliacdo da atividade nucledsica do
latex, este trabalho foi desenvolvido com a colaboragdo do professor
Claus Troger Pich, em seu laboratério, na Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC). Sendo assim, neste ensaio foi realizada uma
incubacdo em microtubos, durante 16 horas, a 50°C, de 5 pL de uma
solucdo de DNA plasmidial (600 ng), 5 pL de tamp&do HEPES (pH 7,4)
e 10 pL do latex em concentragfes que abrangem a faixa de 0,78 a
25,00 pg/mL.

«—— Corte corle em

ambas fitas
Superenovelado Circular aberto Linear
formal formall forma lll
Fl Fll Fill

Figura 6. Trés conformagdes que o DNA plasmidial pode apresentar. Ao sofrer
quebra simples FI é transformado em FII; ao sofrer quebra dupla FI é transformado
em FllI. Fonte: Adaptado de Berg; Tymoczko; Stryer (2004).

Cada uma dessas trés formas que o0 DNA plasmidial pode adotar
(FI, FIl e FIII) possui velocidade eletroforética diferente o que pode ser
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apresentado através de bandas distintas em géis de eletroforese como
demonstrado na figura 7 (SREDDHARA; COWAN, 2001). Entdo, apés
o tempo de incubacdo, mencionado anteriormente, foram realizadas
corridas eletroforéticas em gel de agarose 0,8% seguida da revelacdo do
gel com brometo de etidio. Dessa forma foi possivel visualizar as
bandas que representam o perfil de quebra do DNA plasmidial (forma
normal superenovelada, forma circular aberta e formal linear, FI, FIl e
FII1 respectivamente) induzido pelo latex.
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Grau de quebra

Figura 7. Imagem representativa de um gel de agarose 0,8% obtido a partir da
eletroforese do DNA plasmidial ap6s sua incubacdo com varias concentracdes de
compostos. Fonte: (MANCIN et al., 2005).

A utilizagdo do programa Labworks Software v 4.0 (UPV inc.)
permitiu a quantificagdo das bandas e a conseqliente determinacgéo das
quantidades das trés formas adotas pelo DNA plasmidial apds sua
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
solucdo salina, o veiculo de diluicéo do latex.
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3.6.3 Avaliacéo da inducdo da apoptose
3.6.3.1 Coloragéo pelo Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

A coloracdo diferencial pelo Brometo de Etidio/Laranja de
Acridina (BE/LA) permite a diferenciacdo entre células viaveis daquelas
em processo de morte por apoptose ou necrose através da revelacéo por
fluorescéncia com base em alteragbes morfoldgicas nucleares e
citoplasmaticas (McGAHON et al., 1995).

Células do carcinoma de Ehrlich na densidade de 5 x 10°
células/mL foram incubadas por um periodo de 24 horas, em estufa a
37°C com 95% de umidade e ar atmosférico suplementado com 5% de
CO.. Decorrido esse tempo, 0 meio foi removido e substituido por outro
contendo o latex a ser avaliado. A concentracdo de latex utilizada (169
pg/mL) foi estimada a partir do Clsg encontrada no MTT para a mesma
linhagem celular. A suspensédo de células foi transferida para um tubo do
tipo eppendorf e centrifugada durante 10 minutos a rotagdo de 1000
rpm. O sobrenadante foi entdo descartado e as células ressuspendidas
em 25 pL de PBS. Em seguida, 10 pL da solugdo corante (1:1) de BE
(100 pg/mL)/LA (100 pg/mL) foi adicionado a cada tubo e uma aliquota
dessas células transferidas para uma lamina sendo coberta entdo com
uma laminula e em seguida, levadas para o0 microscopio de fluorescéncia
para observacdo dos efeitos celulares em aumento de 40x. A solugédo
salina utilizada para a diluicdo do latex, foi utilizada como controle
negativo (GENG; ZENG; WANG, 2003).

Para quantificar o percentual de cada um dos evento celular
(células viaveis, necroticas, apoptéticas), foram contadas 300 células de
cada amostra, as quais foram montadas em Ilaminas e posteriormente
fotografadas para o registro visual de possiveis alteracoes.

3.7 ENSAIOS BIOLOGICOS in vivo
3.7.1 Avaliacéo da atividade antitumoral

Para a execugdo deste modelo experimental foram utilizados
camundongos isogénicos Balb/C distribuidos em 4 (quatro) grupos
experimentais diferentes (n = 12) agrupados conforme seu peso (20 + 2
gramas).

Grupo: 1) controle normal (solucdo salina);

2) controle negativo (TAE + solugéo salina);
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3) controle positivo (TAE + Doxorrubicina);
4) grupo tratado com latex (TAE + latex).

Todos os camundongos, exceto aqueles do grupo controle
normal, foram inoculados em sua cavidade peritoneal, em condicdes
assépticas, com uma suspensao de células tumorais na densidade de 5 x
10° células/mL. O dia no qual foi realizado a inoculagdo do tumor foi
considerado como tempo zero (0). Sendo assim, o tratamento dos
animais dos grupos 3 e 4 via intraperitoneal (i.p.), foi iniciado 24 horas
apo6s a inoculacdo das células tumorais através da administracdo de
doxorrubicina (1,2 mg/kg) ou do latex de C. celtidifolius (Lal) 0,78;
(La2) 1,56 e (La3) 3,12 mg/kg respectivamente, durante 9 dias
consecutivos. Os animais dos grupos 1 e 2 receberam 50 pL de uma
solugdo salina diariamente durante o mesmo periodo de tratamento.

No décimo dia, seis animais de cada grupo foram anestesiados e
sacrificados por deslocamento cervical, entdo, o liquido ascitico foi
coletado para a realizacdo das analises. Os outros seis animais restantes
de cada grupo foram mantidos vivos para a avaliagdo da sobrevida
(KVIECINSKI et al., 2008).

3.7.1.1 AvaliacBes cronomorfoldgicas
3.7.1.1.1 Média de sobrevida

Para determinar a sobrevida foram utilizados 6 (seis)
camundongos para cada grupo. Todos os animais inoculados com o
TAE e tratados ou ndo com o latex de C. celtidifolius ou doxorrubicina
foram observados diariamente, por um periodo de 30 dias.

Com base nesse monitoramento, foi possivel realizar o registro
diario da mortalidade e posteriormente calcular o tempo média de
sobrevida (TMS) e o percentual de aumento de longevidade (PAL), de
acordo com as seguintes abaixo:

TMS = (Dia da 1° morte + Dia da Gltima morte) / 2

PAL (%) = [(TMS do grupo tratado / TMS do grupo controle) - 1] x 100
(QURESHI, 2001).
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3.7.1.1.2 Variacao de peso dos animais

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

3.7.1.1.3 Inibicdo do crescimento do tumor

Para determinar a inibicdo do crescimento tumoral foi avaliada
a variagdo da circunferéncia abdominal dos camundongos sendo
calculada a diferencga entre a medida final (apds os 9 dias de tratamento)
e a medida inicial (medida que os mesmos apresentavam no dia da
inoculacdo do tumor, dia 0) da circunferéncia abdominal dos animais.
Os resultados foram obtidos conforme férmula apresentada a seguir e
expressos em percdentual de inibicdo do crescimento do tumor (%)
(REBELLO, 2004).

Inibigéo do crescimento do tumor (%) =
[(Circ. Abd.(TRAT) X 100)/ Circ. Abd.(CN)] -100

3.7.1.2 Avaliagdes histocitoldgicas

3.7.1.2.1 Viabilidade celular através do método de exclusdo do
corante azul de tripan

O azul de tripan é um corante capaz de penetrar nas células
mortas cujas membranas ndo conseguem mais exclui-lo. Este fendmeno
permite estimar indiretamente o grau de integridade celular, dessa
forma, o percentual de células que néo se coram representam o indice de
viabilidade celular (FRESHNEY, 1999).

Depois de retirado o liquido ascitico dos animais, foi possivel
determinar a viabilidade celular em camara de Neubauer, utilizando-se
uma solugdo constituida por 10 pL deste liquido, 890 uL de solugdo
salina e 100 pL do corante azul de tripan (4%). Os resultados foram
expressos na proporcdo de células inviaveis/ células viaveis
(STROBER, 1996).
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3.7.1.2.2 Volume total de liquido ascitico e volume de células
compactadas

O volume de liquido ascitico total foi mensurado utilizando
tubos falcon graduados (15 mL). O volume de células compactadas foi
determinado apoés a centrifugacéo (3000 rpm, 5 minutos) dos respectivos
tubos falcon preenchidos com todo liquido retirado dos animais
(REBELLO, 2004).

3.7.2 Ensaio da membrana corioalantéica (CAM)

A andlise da atividade antiangiogénica do latex de C.
celtidifolius foi realizada através do ensaio de CAM de acordo com a
metodologia descrita por Nguyen, Shing e Folkman (1994). Cabe
ressaltar que entre todos os ensaios utilizados para avaliacdo de vasos
sanguineos, este € o0 ensaio mais amplamente empregado.

Para a realizagdo dos ensaios foram utilizados ovos fertilizados
da espécie Gallus domesticus (figura 8) que foram incubados em uma
incubadora automatica digital Chocmaster®, na posicdo horizontal, &
temperatura de 37°C e sob umidade relativa do ar de 33%. Apds 48
horas (2 dias) de incubacdo, uma janela de 5 mm de didmetro foi aberta
na casca, no lado onde se encontra a cdmara de ar do ovo, sendo
retiradas cerca de 5 mL de clara objetivando evitar a aderéncia dos
embrides nas membranas ovulares.

Em seguida, outra janela com cerca de 15 mm de diametro foi
aberta também na casca do ovo, na regido posicionada acima do local
onde se encontra a membrana corioalantica dos embrides. Todas as
duas janelas foram fechadas com auxilio de fita gomada e fita isolante
de cor preta a fim de minimizar a perda de umidade. Os embrides
permaneceram por um periodo de 72 hs, sob incubacdo, até a idade
embrionéaria de 6 dias quando um disco de metilcelulose (1,5%)
embebido com o latex a ser testado (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/disco), foi
implantado sobre 0s vasos sanguineos no tergo externo da membrana
corioalantdica. A janela foi novamente fechado com a fita isolante preta.
A incubagdo prosseguiu por mais 48 horas até que o embrido atingisse a
idade de 8 dias para que pudesse ser realizada a analise da atividade
antiangiogénica.
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Membrana
da casca
interna

Figura 8. a) Ovos de Gallus domesticus fertilizados utilizados para a realizagdo do
ensaio de CAM; b) Localizacdo da membrana corioalantdica (em vermelho) ao
redor do embrido; c) Organizacdo da membrana corioalantdica onde: 1 — epitélio
coribnico; 2 — mesoderma contendo vasos corados em vermelho; 3 — epitélio
alantdico. Adaptado de: Vargas e colaboradores (2007).

A fita isolante foi retirada e os dados observados em relagdo ao
desenvolvimento embrionario e vascular na regido de implantagdo do
disco foram registrados. Uma camera fotografica acoplada a um
estéreomicroscopio com aumento de 20x capturou as imagens que foram
enviadas para um computador, onde cada imagem foi utilizada para
realizar a contagem de vasos sanguineos que interceptam o disco e vasos
presentes na vizinhanca em uma area de 0,9 cm?. Os resultados foram
expressos como Percentual de vasos + Desvio-padrao.

Em seguida os embrides foram retirados dos ovos para a
realizacdo da morfometria sendo posteriormente fixados em formol a
10%. O comprimento embrionario foi expresso em milimetros (mm) e
realizado através de medidas de comprimento corporal nos segmentos
definidos como flexuras cefalico-cervical (CCV) e cervical-caudal
(CVC) como apresentado na figura 9. Os eixos de comprimento foram
relacionados por meio da razdo CCV/CVC e CCV/CCV+CVC (mm).
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Figura 9. Medidas cefalico-cervical (CCV) e cervical-caudal (CVC) realizados nos
embrides da espécie Gallus domesticus. Fonte: (DIAS et al., 2005).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através
do teste t Student e andlise de varidncia ANOVA, complementada por
Tukey-Kramer, quando necessario, admitindo-se um nivel de
significancia de, no minimo, p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO DA COMPOSICAO QUIMICA DO LATEX

Os resultados obtidos no estudo da composi¢do quimica do
latex sdo apresentados na tabela 1. Nesta é possivel perceber um alto
contetdo de compostos fenolicos. Em geral, o flavonol e flavan-3-ol
presentes em maior quantidade no latex foram a miricetina e a
epigalocatequina, respectivamente. Apds o processamento do material o
flavan-3-ol galocatequina ndo foi encontrado na amostra analisada.

Tabela 1. Contetdo de fendis totais (g/L), flavondis (mg/L) e flavan-3-dis (mg/L)
encontrados no estudo quimico do latex de C. celtidifolius.

LB LU

Fendis Totais (g/L) 18,54 18,29

Miricetina (mg/L) 45,67 20,92

Flavonois Quercetina (mg/L) 18,01 9,31

Campferol (mg/L) 1,26 0,54

Catequina (mg/L) 7,21 7,67

Flavan-3-6is  Epicatequina (mg/L) 114,12 50,45

Galocatequina (mg/L) 11,78 -

Epigalocatequina (mg/L) 1527,41 1476,82

Nota: LB significa latex bruto e LP significa latex utilizado nos ensaios ap6s passar
pelo processamento explicado anteriormente.

4.2 ENSAIOS BIOLOGICOS in vitro
4.2.1 Avaliacdo da citotoxicidade pela redugdo do MTT

A toxicidade provocada pelo latex de C. celtidifolius sobre as
linhagens tumorais de Ehrlich e MCF-7 foi determinada in vitro, através
do ensaio do MTT. Dessa forma, é possivel afirmar que o tratamento
com o latex (31,25 — 500 pg/mL) apresentou citotoxicidade sobre ambas
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as linhagens celulares como se pode observar na figura 10. A maior
concentragdo testada (500 pg/mL) causou 23% de viabilidade celular
para Ehrlich e 16 % de viabilidade celular para MCF-7.
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Figura 10. Efeito dose dependente do latex (31,25 - 500 pug/mL) de C. celtidifolius
sobre a viabilidade celular nas linhagens Ehrlich e MCF-7 apds 48 horas de
tratamento. Os resultados foram apresentados como Média + Desvio Padrdo. (** e
***) representam diferenca estatistica significativa (p < 0,01 e p < 0,001)
respectivamente, em relagdo ao controle negativo (meio de cultura); (n = 3).

A partir dos resultados mostrados anteriormente foram
calculados, por regressdo linear, os valores de Clsy (concentracdo
inibitoria 50%) que estdo expostos na tabela 2 a seguir.

Tabela 2. Valores de Clsy + Desvio Padrao obtidos a partir do efeito citotoxico do
latex de C. celtidifolius (32,5 — 500 pg/mL) sobre as linhagens tumorais Ehrlich e
MCF-7 in vitro.

Linhagem tumoral Clso (Mg/mL)
Ehrlich 169+1,8
MCF-7 187+£2,2
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4.2.2 Avaliagdo da atividade nucleésica
4.2.2.1 Dano ao DNA plasmidial

O DNA plasmidial, utilizado como substrato neste ensaio, é
uma molécula de DNA superenovelado (FI) que ao ser exposto a
qualquer composto pode adquirir outras formas como a circular aberta
(FI1) ou ainda a linear (FI1I). Sendo assim, de acordo com a natureza de
cada composto testado é possivel mensurar a sua habilidade em
provocar a clivagem deste DNA, indicando dessa forma um possivel
mecanismo de acdo antitumoral (REY et al., 2009).

Entdo, como mostrado na figura 11 é possivel verificar que o
latex de C. celtidifolius apresenta atividade direta sobre o DNA
plasmidial em todas as concentragdes testadas (0,78 — 25,00 pg/mL).

As concentragdes 0,78; 1,56 e 3,12 pg/mL foram capazes de
reduzir significativamente (39,73; 28,04 e 15,99%, respectivamente) a
guantidade de DNA plasmidial que se encontra na forma FI ao mesmo
tempo em que aumentaram também de forma significativa (60,27; 71,96
e 84,01%, respectivamente) a quantidade de DNA plasmidial na forma
FIl, quando comparadas ao controle negativo utilizado (FI: 85,34%; FII:
14,66%).

A partir da concentracdo de 6,25 - 25,00 pg/mL ambas as
formas FI e Fll desapareceram estando presente somente a forma linear
(FI) que representa a quebra dupla do DNA plasmidial. Todas estas 3
concentracfes apresentaram 100% de FIII, sendo considerado um
resultado significativo em relacéo ao controle negativo (FI11: 0%).
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Figura 11. Mudangas na conformacdo do DNA plasmidial provocadas pelo efeito
dose dependente do latex (0,78 - 25,00 pg/mL) de C. celtidifolius. Os ensaios foram
realizados em triplicata e os resultados expressos como Média + Desvio Padrdo do
percentual da forma adotada pelo DNA plasmidial. (a***, B*** e y***) representam
diferenca significativa (p < 0,001) das formas FI, FII e FIII, respectivamente, em
relagdo ao CN (controle negativo: salina), (n = 3).

As bandas presentes em gel de agarose logo abaixo do grafico,
juntamente com a figura 11, confirmam os valores citados
anteriormente, ressaltando-se que o perfil de quebra a partir de 6,25
pg/mL foi tdo intenso que as mesmas apresentaram-se borradas em
todos os experimentos realizados.

4.2.3 Avaliacdo da indugdo da apoptose
4.2.3.1 Coloracéo pelo Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

Os ensaios in vitro acima citados sdo essenciais para a
determinacdo da atividade antitumoral do latex de C. celtidifolius,
entretanto, a realizagdo somente destes testes ndo é capaz de elucidar
supostos mecanismos de agdo que podem estar envolvidos no efeito
antitumoral desta planta. Desta forma através da coloracdo diferencial
pelo BE/LA e posterior analise por microscopia de fluorescéncia é
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possivel identificar o padrdo de morte celular induzido pelo latex de C.
celtidifolius.

Os resultados obtidos a partir do tratamento das células do
carcinoma de Ehrlich com o latex (169 pg/mL) apresentados na figura
12 mostram 60 *+ 2,64% de células vidveis e 41 + 2,0% de células
apoptoticas. Ambos os resultados obtidos sdo significativamente
diferentes em relacdo ao controle positivo (viaveis: 5 £ 2,0% e
apoptaticas: 95 + 3,0%) e ao controle negativo (viaveis: 88 + 2,0% e
apoptaticas: 11,3 £ 1,5%).
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Figura 12. Tipo de morte celular induzida pelo tratamento de células do carcinoma
de Ehrlich com o latex (169 pug/mL) de C. celtidifolius por um periodo de 48 horas.
Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo das porcentagens de
células viaveis e apoptoticas. (a*** e B***) representam diferenca estatistica
significativa (p < 0,001) de células viaveis e apoptoticas em relacdo ao CN (controle
negativo: meio de cultura) e CP (controle positivo: doxorrubicina), respectivamente,
(n=23).

Além da quantificagdo das células viaveis e apoptéticas a figura
13 apresenta os dados obtidos em imagem fotografica da microscopia de
fluorescéncia apds 48 horas de tratamento com o latex. A figura 13a
mostra o controle negativo onde ocorre o predominio de células viaveis,
coradas em verde. A figura 13b representa o controle positivo, tratado
com doxorrubicina, onde ocorre o predominio de células apoptoticas,
coradas em alaranjado. E, a figura 13c apresenta o tratamento com o
latex de C. celtidifolius onde se observa uma quantidade de células
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apoptéticas bastante significativa em relacdo aos dois controles
utilizados.

Figura 13. Tipo de morte celular observada através da coloracéo diferencial BE/LA
no carcinoma ascitico de Ehrlich apds 48 horas de tratamento com C. celtdtifolius.
(a, b e c) representam controle negativo (meio de cultura), controle positivo
(doxorrubicina) e tratamento com o latex (169 pg/mL), respectivamente. Obs:
aumento 40x.

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS in vivo
4.3.1 Avaliacdo da atividade antitumoral

Os animais que foram inoculados intraperitonealmente com o
tumor de Ehrlich foram tratados com o latex de C. celtidifolius, controle
negativo (solucdo salina) e controle positivo (doxorrubicina) por um
periodo de 9 (nove) dias. Decorrido este prazo foram realizadas as
avaliagdes cronomorfoldgicas e histocitologicas cujos resultados estdo
relatados na tabela 3.

Em relacdo ao peso corporal e ao volume tumoral é possivel
observar que concentracdo Lal do latex testada ndo apresentou
diferenca significativa em relagcdo ao peso corporal, mas foi capaz de
reduzir significativamente o volume tumoral ja La2 e La3 apresentaram
reducdo significativa em ambos os parametros em relagdo ao controle
negativo, com destaque ao volume tumoral onde La2: 8,03 + 1,97 e La3:
2,8+ 1,70 mL; CN: 12,73 + 1,33 mL. O volume de células compactadas
apresentou significancia apenas em La3 da mesma forma que o nimero
de células / volume de tumor foi menor em relagéo ao controle negativo
somente nesta concentragdo.
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Todas as concentracdes do latex aumentaram a proporcdo de
células invidveis / células vidveis em relagdo ao controle negativo,
porém a dose capaz de promover a morte de um maior nimero de
células tumorais foi a La3. O TMS e o PAL foram bastante
significativos para os animais tratados com o latex, indicando um efeito
dose-dependente. O TMS encontrado mostra que o latex foi capaz de
prolongar a sobrevida dos animais inoculados com o tumor uma vez que
este tratamento foi capaz de reduzir o volume tumoral e a quantidade de
células apresentadas por aqueles animais que ndo receberam nenhum
tratamento.

Outro parametro capaz de indicar qudo eficaz foi o tratamento
com o latex de C. celtidifolius é a inibicdo do crescimento do tumor
através da redugdo da circunferéncia abdominal, uma vez que a medida
da circunferéncia abdominal esta diretamente relacionada ao volume de
tumor existente. Os dados referentes a estes resultados estdo
apresentados na figura 14.
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Figura 14. Efeito do tratamento com o latex (0,78; 1,56 e 3,12 mg/kg) de C.
celtidifolius sobre a inibicdo do crescimento tumoral nos animais inoculados com o
carcinoma ascitico de Ehrlich. Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo (n = 6). (a*** e B***) representam diferenca estatistica (p < 0,001) em
relagdo ao CN (controle negativo: salina) e CP (controle positivo: doxorrubicina),
respectivamente.
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Como pode ser observado na figura 14, o tratamento com o
latex de C. celtidifolius causou significativa inibicdo do crescimento do
tumor com o aumento da concentragdo do mesmo (26, 32 e 56%).

4.3.2 Ensaio da membrana corioalantdica (CAM)

A neovascularizacdo observada concomitantemente com a
formacdo de uma massa tumoral é de extrema importancia para que esta
possa se desenvolver, pois serd a partir destes novos vasos formados que
0 tumor receberd os nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia.

Sabendo da existéncia deste fator determinante para o
desenvolvimento do tumor foi avaliada a atividade antiangiogénica do
latex de C. celtidifolius pelo CAM, realizado em ovos fertilizados da
espécie Gallus domesticus. Os resultados obtidos sdo apresentados na
figura 15 onde se observa de forma dose-dependente uma reducdo no
percentual de vasos sanguineos a medida que se aumenta a concentragao
de latex utilizada.

As concentragdes 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/disco apresentaram 41,
56, 66 e 75%, respectivamente, de reducdo do niimero vasos sanguineos
sendo todos estes valores significativos em relacdo ao controle negativo
(CN: 100%) e ao controle positivo (CP: 14%).
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Figura 15. Percentual de vasos sanguineos existentes apds o tratamento com o latex
(0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/disco) de C. celtidifolius. Os resultados expressos como
Média + Desvio Padrdo (n = 6). (a** e a***; p***) significam diferenca estatistica
(p < 0,01 e p<0,001) em relagdo ao CN (controle negativo: salina) e CP (controle
positivo: acido retindico (1pg/disco)); respectivamente.
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A figura 16 apresenta as fotos que representam a reducdo no
percentual de vasos sanguineos existentes ao redor do disco de cada
tratamento realizado, sendo possivel uma melhor visualizacdo da
quantificacdo anteriormente mencionada (Figura 15).

Figura 16. Efeito antiangiogénico do latex de C. celtidifolius sobre a vascularizagéo
da membrana corioalantdica de embrides de Gallus domesticus no oitavo dia de
vida. A) Controle negativo tratado com solugdo salina; B) controle positivo tratado
com é&cido retindico; C, D, E e F) tratamento com o latex (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0
mg/disco); respectivamente.
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Adicionalmente a quantificacdo dos vasos sanguineos, foi
realizada a morfometria dos embrides de Gallus domesticus a fim de
avaliar se o tratamento com o latex foi capaz de causar alteracdes no
tamanho dos embrides em desenvolvimento. Dessa forma, o
comprimento embrionario total foi mensurado assim como as flexuras
mostradas anteriormente.

O comprimento embrionario total (mm) representado por
(CCV+CVC) mostrado na figura 17 nos permite dizer que o tratamento
(0,5 - 2,0 mg/disco) com o latex de C. celtidifolius ndo causou alteracdo
significativa nos embriGes (27,33; 28,33; 27,33 e 29,0 mm) em
comparagdo aos controles negativo e positivo (28,58; 26,42 mm)
respectivamente.
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Figura 17. Efeito do latex de C. celtidifolius sobre o comprimento total dos
embrides de Gallus domesticus no oitavo dia de vida. Os resultados foram expressos
como Média + Desvio Padrao (n = 6). CN representa controle negativo (salina) e CP
o controle positivo (&cido retindico (1 pg/disco)), respectivamente.

Outra analise de morfogénese realizada nos embrides foi a
mensuracdo dos comprimentos CCV e CVC, sendo as proporcgdes
CCVICVC e CCVICCV+CVC apresentadas nas figuras 18 e 19
respectivamente. A figura 18 nos permite dizer que o latex nas
concentragfes (0,5 — 2,0 mg/disco) testadas ndo causou alteracdes
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significativas (0,79; 0,68; 0,75 e 0,71) em relacdo ao controle negativo
(0,69) e positivo (0,90).

1.004

0.75+4

0.50+

Cccvi/icve

0.25+4

0.00

CN CP 0,5 1,0 15 2,0

Latex (mg/disco)

Figura 18. Efeito do latex na morfogénese dos embrides de Gallus domesticus com
oito dias de desenvolvimento. A figura representa a razao do comprimento cefalico-
cervical (CCV) pelo comprimento cervical-caudal (CVC). Os resultados foram
expressos como Média + Desvio Padrdo (n = 6). CN representa controle negativo
(salina) e CP o controle positivo (&cido retindico (1 pg/disco)), respectivamente.

Neste sentido a figura 19, que representa a proporcao
CCVICCV+CVC, também demonstra que ndo houve alteragdo
significativa (0,40; 0,40; 0,42; 0,41) na morfogénese dos embrides
quando tratados com o latex de C. celtidifolius (0,5 — 2,0 mg/disco) em
relacdo aos controles negativo (0,41) e positivo (0,47) utilizados.
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Figura 19. Efeito do latex na morfogénese dos embrides de Gallus domesticus com
oito dias de desenvolvimento. A figura representa a razao do comprimento cefalico-
cervical (CCV) pelo comprimento total (CCV + CVC). Os resultados foram
expressos como Média + Desvio Padrdo (n = 6). CN representa controle negativo
(salina) e CP o controle positivo (&cido retindico (1 pg/disco)), respectivamente.
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5 DISCUSSAO

Nos paises em desenvolvimento estima-se que uma em cada
trés pessoas afetadas pelo cancer morre em conseqiiéncia desta doenca.
Atualmente o céncer permanece entre as maiores causas de morte na
populagdio em geral, ficando somente atras das doencgas
cardiovasculares. Levando em consideracdo este dado, € possivel
perceber que o impacto causado pelo cancer aumenta cada vez mais em
decorréncia do continuo crescimento populacional bem como seu
envelhecimento (KAMB, 2005; INCA, 2010).

Do ponto de vista terapéutico existem atualmente trés formas de
tratamento: cirurgia, radioterapia e quimioterapia que normalmente séo
utilizadas em associa¢fes. Um tergo dos pacientes sdo curados atraves
de medidas locais (cirurgia ou radioterapia), porém estas s6 séo eficazes
quando o tumor ainda ndo sofreu metastase. Nos demais casos 0 cancer
se caracteriza pela presenca de micrometdstases que necessitam de
tratamento sistémico obtido através da quimioterapia (ALMEIDA et al.,
2005).

No ano de 1950 deu-se inicio a busca por novos agentes
antitumorais, encontrados em de fontes naturais como as plantas. Neste
mesmo ano foi relatada a descoberta dos alcal6ides da vinca (vincristina
e vimblastina) e derivados de podofilotoxinas, ambos atualmente muito
utilizados na terapéutica. Entretanto, é preciso ressaltar que o arsenal
antineoplasico disponivel atualmente apresenta alguns inconvenientes
como o desenvolvimento da resisténcia as drogas utilizadas e a
existéncia de efeitos colaterais (JENDIROBA et al., 2002; ALMEIDA et
al., 2005).

A maior parte dos medicamentos antineoplasicos utilizados nao
atuam de forma seletiva, assim, tanto células tumorais como células
sadias sdo afetadas levando a perda celular também de tecidos sadios.
Entdo, muitos sdo o0s questionamentos existentes a respeito destes
medicamentos e seus efeitos colaterais apresentados durante o
tratamento (De ALMEIDA, 2004).

Neste sentido, as plantas continuam sendo fonte importante na
descoberta de novas moléculas agora mais seletivas para o tratamento
dos mais variados tipos de cancer (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Assim, o presente estudo objetivou a investigacdo do possivel
efeito antitumoral e provaveis mecanismos de acdo do latex de C.
celtidifolius através de ensaios realizados in vitro e in vivo, uma vez que
existem relatos da utilizacdo popular desta planta para o tratamento do
cancer (DALBO et al., 2005; SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).
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A partir do momento em que se pretende caracterizar o efeito
antitumoral de um composto parte-se do principio de que este efeito é
comprovado inicialmente através da capacidade do composto em
questdo (latex) de provocar a morte das células formadoras da massa
tumoral (AJITH; JANARDTHANAN, 2003).

Desta forma a avaliacdo da citotoxicidade de um produto
geralmente é o primeiro parametro a ser avaliado na pesquisa de agentes
antitumorais. Neste contexto, a citotoxicidade do latex foi analisada
através do ensaio do MTT sobre duas linhagens antitumorais diferentes
(Ehrlich e MCF-7) (Figura 10).

Levando em consideragdo os resultados obtidos com o presente
estudo é possivel afirmar que o latex de C. celtidifolius apresentou
importante efeito citotdxico para ambas as linhagens celulares
analisadas, uma vez que segundo Suffines e Pezzuto (1990) somente
extratos com valor de Clso < 200 pg/mL podem ser considerados ativos
(Tabela 2).

Acerca do latex de C. celtidifolius ndo existem estudos que
demonstram seu potencial citotéxico em células tumorais, porém os
dados obtidos corroboram estudos onde este efeito foi avaliado em
diversas linhagens celulares a partir de plantas que pertencem aoc mesmo
género, que sdo apresentados a seguir.

A infusdo das folhas de C. malambo permitiu o isolamento de
um diterperno com esqueleto do tipo caurano (ent-16p-17a-
dihidroxicaurano) que apresentou Clsg = 12,5 pg/mL para células MCF-
7 ap6s 72 horas de tratamento (MORALES et al., 2005). Diterpenos
clerodanos derivados de C. cajucara também apresentaram efeito
citotdxico, porém para células de Ehrlich e K652 onde as Clsg
encontradas foram 52,2 pg/mL e 14,9 pg/mL, apos 48 e 96 horas de
tratamento, respectivamente (MACIEL et al., 2007).

Um estudo de Block e colaboradores (2002) demonstrou que o
extrato diclorometano das folhas de C. zambesicus apresentou Clsg =
36,2 pg/mL sobre células Hela apds 72 horas de tratamento. Mais tarde,
no ano de 2004, o mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que
diterpendides com esqueleto traquilobano e isopimarano, isolados da
mesma planta, apresentaram Clso sobre mais outras duas linhagens
tumorais: HL-60 e WI-38 (28,9 e 32,6 pug/mL, respectivamente) apds 24
horas de tratamento.

Compagnone e colaboradores (2010) demonstram o efeito do
oleo essencial das flores (Clsg = 103,27 e 87,91 pug/mL) e das folhas
(Clsp = 45,85 e 54,95 pg/mL) de C. micans e do 0leo essencial de C.
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matourensis (Clsp = 36,60 e 83,90 pg/mL) sobre as linhagens LoVo e
HelL a, respectivamente ap6s 72 horas de tratamento.

A figura 10 demonstra que a atividade citotoxica do latex desta
planta se apresenta de forma dose-dependente para ambas as linhagens
celulares utilizadas. E, através dos valores de Clsy mostrados na tabela 2
é possivel perceber que o latex apresentou uma maior toxicidade nas
células de Ehrlich do que nas celulas MCF-7 ap6s 48 horas de
tratamento.

O latex de C. celtidifolius utilizado em todos o0s ensaios consiste
em um material rico em compostos ainda ndo identificados. A
metodologia empregada na andlise quimica deste material teve como
objetivo e resultados (tabela 1) a identificagdo de compostos fendlicos
como flavan-3-6is  (catequina,  epicatequina,  galocatequina,
epigalocatequina) e flavonois (miricetina, quercetina, campferol) como é
esperado nas espécies do género Croton (PUEBLA, GUERRERO,
CORREA, 2004).

Os compostos fendlicos sdo constituintes fundamentais dos
vegetais, presentes principalmente em plantas, raizes e frutas. Assim
como os alcaldides, terpenos, polienos e oliacetilenos, todos sdo
resultantes do metabolismo secundario das plantas e intervém
diretamente na pigmentacdo, regulacdo do crescimento celular e na
defesa contra agentes agressores (DELOIRE et al., 1998).

Itokawa e colaboradores (1991) relatam que alguns compostos
isolados do género Croton apresentam citotoxicidade como é o caso do
alcaldide taspina isolado da espécie C. lechleri que apresentou potente
atividade contra células KB e V-79. A atividade citotoxica observada
apés o tratamento com o latex de C. celtidifolius pode também ter sido
decorrente de outros compostos que ndo foram identificados no estudo
quimico deste material devido a auséncia de padrdes e metodologia,
sendo necessaria uma melhor caracterizagdo dos compostos existentes.

Os resultados até agora discutidos apenas nos permitem afirmar
que o latex foi capaz de induzir a morte celular nas linhagens estudadas.
Porém, outros pardmetros ainda precisam ser observados para que se
possa identificar como este efeito pode ser obtido. Partindo do principio
de que os compostos promissores possam atuar sob diversas vias,
estabelecendo uma delas como mecanismo de a¢do, alguns mecanismos
foram propostos neste trabalho.

O primeiro deles envolve um dos principais alvos para um novo
agente antitumoral que é a molécula de DNA uma vez que ela esta
envolvida na replicacdo, transcri¢cdo e regulacdo de genes. Os agentes
antineoplasicos mais antigos e mais utilizados terapeuticamente sdo
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conhecidos como agente alquilantes e apresentam interacdo direta com o
DNA (REY et al., 2009).

Estes agentes antitumorais citados sdo conhecidos por
apresentarem mecanismo de agdo ciclo-celular ndo especifico, sendo
divididos em subclasses de acordo com o modo de interacdo com a
molécula de DNA que podem ser: inibicdo da sintese de nucleotideos
(andlogos das bases nitrogenadas), efeito direto ao DNA (alquilantes
como cisplatina), ligantes que interagem na fenda menor do DNA
(berenil), alteracdo no pareamento de bases (proflavina; acridina) e
inibicdo da DNA-girase (doxorrubicina) (ALMEIDA et al., 2005).

A cisplatina, um composto genot6xico, amplamente utilizado
no tratamento de tumores, € o exemplo classico de medicamento
antitumoral que tem como alvo a molécula de DNA. Ao se ligar a esta
molécula o medicamento em questdo é capaz de formar aductos cuja
natureza afeta um determinado nimero de vias de sinalizagdo
blogueando a duplicacdo e a transcri¢do induzindo a morte celular por
apoptose ou necrose (FUERTES; ALONSO; PERES, 2003).

A classe dos antibidticos antitumorais (antraciclinas)
representada pelo medicamento doxorrubicina, aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration), também apresenta efeito alquilante
cujo mecanismo de acdo € a formacdo de ligagdes interfilamentares com
0 DNA que leva ao blogueio da sintese do DNA e RNA e diminuicédo da
atividade da enzima topoisomerase IlI, promovendo a ruptura dos
filamentos do DNA (ALMEIDA et al., 2005).

Neste sentido, a figura 11 demonstra o efeito direto do
tratamento com o latex de C. celtidifolius sobre o0 DNA plasmidial, cujo
potencial genotdxico identificado nos permite indicar sua atividade
cistotdtica. Também é possivel perceber que desde a menor
concentracdo de latex testada detectou-se a presenca de mais de 50% de
DNA plasmidial na forma FIl demonstrando a alta capacidade desta
planta em interagir com o DNA provocando 0 seu rompimento
(SINGAL; ILISKOVIC, 1998; CHING YU et al., 2005; RANG; DALE,
2007).

Até o presente momento, o conceito de desenvolvimento de
farmacos antitumorais alvo-especificos para o tratamento do cancer ndo
tem sido bem sucedido quanto se esperava. A taxa de sucesso para 0S
farmacos antineoplasicos apresentadas entre 1991-2000 foi apenas cerca
de 5% para as 10 maiores companhias farmacéuticas, sendo uma das
principais causas de falha na clinica, a falta de eficacia dos mesmos.
Estes dados estimularam o interesse de pesquisadores que passaram a
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focar em ensaios que permitissem avaliar o tipo de morte celular
induzida pelo farmaco em desenvolvimento (FAYAD et al., 2009).

Dessa forma, um segundo efeito avaliado para o latex seria a
sua capacidade de inibicdo do crescimento tumoral através da
observacdo do tipo de morte celular induzida, pois ambas, apoptose e
necrose sdo mecanismos de morte celular efetivos na terapia do cancer
porque favorecem a ativagdo do sistema imunoldgico contra o tumor a
fim de eliminar células indesejaveis e danificadas (MASQUELIER et
al., 2004).

Células apoptoticas e células necréticas diferenciam-se entre si
em relagdo as suas caracteristicas funcionais e morfoldgicas. A necrose
é uma forma patoldgica de morte celular resultante de um insulto agudo
a célula tipificado pelo rompimento das membranas celular e nuclear,
enquanto que a apoptose, considerada um evento fisiologico €
caracterizada por uma autodigestdo controlada da célula onde a
integridade da membrana celular é mantida. Neste processo sao
observadas ainda alteragfes caracteristicas no nucleo celular assim como
diminuicdo da fun¢do mitocondrial (THOMPSON, 1995).

Entdo, neste trabalho, a capacidade de indugdo de apoptose
e/ou necrose provocada pelo latex foi avaliada através da coloragdo
diferencial por BE/LA que tornou possivel a quantificacdo dos dois
tipos de morte celular citados anteriormente por meio da avaliacdo da
permeabilidade da membrana (PIAZZA et al., 1995).

Como resultado, o latex de C. celtidifolius foi capaz de induzir a
apoptose em uma quantidade bastante significativa de células que foram
expostas ao tratamento (Figura 12 e 13), porém 0 mecanismo
bioquimico através do qual o latex foi capaz de aumentar o nimero de
células apoptoticas ainda precisa ser elucidado. Cabe ressaltar que a
respeito de C. celtidifolius ndo foi encontrado nenhum estudo que relate
sua atividade pré-apoptética e ainda sdo pouquissimos os que relatam
esta atividade entre as espécies do género Croton e da familia
Euphorbiaceae.

Os agentes quimioterapicos mais apreciados atualmente sdo
aqueles capazes de induzir a apoptose celular, neste contexto, o latex de
C. celtidifolius apresenta-se como um composto promissor na terapia do
cancer em vista deste e dos demais efeitos in vitro até agora
apresentados (DEBATIN, 1999).

Estes resultados formam um conjunto de dados que podem ser
relacionados entre si. Dessa forma, a partir da observagdo da atividade
citotoxica do latex de C. celtidifolius, apresentada no ensaio do MTT,
afirma-se que este composto é capaz de promover a morte de duas
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linhagens celulares estudadas. Adicionalmente, o ensaio do BE/LA
permite concluir que o tipo de morte celular induzida na maioria das
células tratadas foi a apoptose que por sua vez é decorrente do possivel
dano ao DNA induzido pelo latex como demonstrado no ensaio da
fragmentacdo do DNA plasmidial (CHEN et al., 2000).

Um dado que deve ser considerado em relagdo ao nimero de
células apoptdticas observadas é o tempo de exposicdo das células ao
tratamento e a concentragdo de latex utilizada. Em vista de que o ensaio
de dano ao DNA plasmidial ocorre diretamente sobre esta molécula
pode-se dizer que a concentracdo e 0 tempo de exposicdo da célula ao
tratamento foram suficientes para promover a quebra do DNA
responsavel por desencadear a morte celular por meio de apoptose.

Estudos relatam que a quercetina isolada apresentou efeito pro-
apoptoético em varias linhagens celulares (K562, Molt-4, Raji e MCAS)
ao inibir a proteina HSP70 cuja principal funcdo envolve a
sobrevivéncia das células tumorais (WEI et al., 1994).

O campferol encontrado no estudo quimico do latex de C.
celtidifolius também teve seu efeito pro-apoptético comprovado por
Nguyen e colaboradores (2003) que relatam este efeito em células
tumorais A549 ao perceber que o tratamento das células com este
composto foi capaz de aumentar a expressdao de moléculas pro-
apoptéticas (Bax e Bad). Dessa forma, apesar dos estudos citados
anteriormente terem utilizado flavondis puros a indugéo da apoptose no
presente estudo pode estar correlacionada a existéncia destes no latex.

Ahmad e colaboradores (1997) demonstraram que 0 composto
epigalocatequina-3-galato, presente no cha verde, foi capaz de induzir a
apoptose em células A431, porém em células ndo tumorais este efeito
ndo foi observado. Assim, o efeito pro-apoptético também pode ser
decorrente da outra classe de compostos identificados no estudo quimico
latex (flavan-3-6is) uma vez que o composto epigalocatequina foi o
composto majoritario identificado nesta classe de metabdlitos
secundarios.

Para confirmar os resultados in vitro foram realizados ensaios in
vivo a fim de caracterizar efetivamente a atividade antitumoral do latex
de C. celtidifolius. Dessa forma, camundongos Balb/C foram inoculados
com o TAE e tratados com o latex a fim de avaliar o efeito antitumoral
desta planta, sendo que na tabela 3 estdo apresentados os resultados
obtidos neste ensaio cuja percepg¢do de inibi¢cdo do crescimento tumoral
foi bastante significativa.

Nota-se reducdo significativa no peso corporal dos animais
tratados com todas as concentragcBes do latex, porém merece maior
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destaque a capacidade de reducdo do volume de tumor (liquido ascitico)
e de células compactadas da maior concentracdo do latex (La3: 3,12
mg/kg). Todos estes trés parametros avaliados apresentaram efeito dose-
dependende.

Considerando que nos animais inoculados com o TAE o liquido
ascitico atue como fonte nutricional direta as células tumorais, sempre
se observa um rapido aumento na quantidade deste fluido uma vez que o
aporte de nutrientes € um fator promotor do crescimento da massa
tumoral (RAJESHWAR; GUPTA; MAZUMDER, 2005). Entdo, pode-
se concluir que ao reduzir o volume de liquido ascitico, o tratamento
com o latex de C. celtidifolius foi capaz de inibir o crescimento tumoral
por reducdo do aporte de nutrientes ao tumor de Ehrlich.

Na literatura disponivel ndo existem relatos a respeito do efeito
antitumoral de C. celtidifolius sob células do TAE, entretanto algumas
plantas pertencentes a mesma familia ja tiveram seu efeito antitumoral
relatado frente a este tipo de tumor como é o caso da Tragia plukenetii.

Em vista da similaridade fitoquimica entre as plantas
pertencentes a mesma familia pode-se dizer que os resultados relatados
neste trabalho corroboram os dados obtidos em relacdo a T. plukenetii
onde o extrato etanolico testado promoveu a reducdo do peso corporal
(27,32; 25,93 e 24,7 gramas) e o volume de células compactadas (1,4;
0,9 e 0,3 mL) de forma dose-dependente (100, 200 e 300 mg/kg)
(MUTHURAMAN et al., 2008).

Adicionalmente aos resultados in vivo j& apresentados, a figura
14 demonstra o potencial de inibicdo do TAE obtido através do
tratamento com o latex de C. celtidifolius cujos valores de inibicdo
tumoral encontrados foram 26; 32 e 54%.

O mesmo parametro foi observado em outra planta pertencente
a familia Euphorbiaceae, a Synadenium umbellatum, cujos valores
obtidos para a inibicdo tumoral também foram dose-dependente onde a
maior concentracdo testada de extrato bruto etandlico (25 mg/kg)
apresentou 36,7% de inibi¢do tumoral.

A diferenga existente entre as duas plantas relatadas é a
concentracdo utilizada onde a dose do latex de C. celtidifolius capaz de
inibir 54% de crescimento tumoral é cerca de 7,8 vezes menor do que a
dose capaz de inibir 36,7% para Synadenium umbellatum, demonstrando
mais uma vez o grande potencial antitumoral da planta analisada neste
estudo (NOGUEIRA et al., 2008).

O numero de células existentes no volume de tumor total assim
como a proporcdo de células inviaveis/viaveis também sdo importantes
para que o efeito seja realmente comprovado. Apesar de o volume
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tumoral encontrado em Lal e La2 apresentar diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle, o nimero de células praticamente se manteve
inalterado nessas duas concentragdes. Somente em La3 se observa uma
quantidade de volume tumoral e numero de células existentes neste
volume significativamente reduzidos. A proporcdo de células
invidveis/vidveis se apresentou maior em Lal e La3 indicando, mais
uma vez, o efeito citotdxico do latex de C. celtidifolius sobre as células
do tumor de Ehrlich em decorréncia de um aumento no ndmero de
células mortas.

Segundo Clarkson e Burchenal (1965) o critério mais confiavel
para julgar o valor de qualquer farmaco antitumoral é o prolongamento
da vida dos animais (TMS e PAL). Através do ensaio realizado in vivo
observou-se que o latex de C. celtidifolius aumentou 0 TMS e o PAL,
conforme mostrado na tabela 3. O latex apresentou aumento de TMS e
PAL de forma dose-dependente e bastante significativa sendo necessario
ressaltar o PAL encontrado para a maior dose testada chegou a 34,61%.

Nardi e colaboradores (2003) apresentaram o efeito anti-
inflamatério de fragBes obtidas a partir da casca de C. celtidifolius. Este
resultado foi atribuido aos compostos proantocianidinas e flavonoides
encontrados no estudo fitoquimico realizado previamente por este
grupo. Apesar de o presente estudo ter utilizado o latex e ndo a casca da
mesma planta, a mesma classe de compostos foram encontrados no
estudo quimico, assim, é possivel correlacionar o efeito antitumoral ao
efeito anti-inflamatorio dos compostos pois as enzimas responsaveis
pela resposta inflamatéria (COX-1 e COX-2 principalmente) em
tumores podem estar sendo inibidas com o tratamento utilizado.

Outro processo celular frequentemente associado ao cancer é a
angiogénese, sendo fundamental a compreensao de como 0 processo de
formacédo do tumor acontece e quais 0s possiveis agentes estimuladores
deste evento. Ha aproximadamente 65 anos atras foi sugerido que
fatores derivados de tumores eram responsaveis por promover o
crescimento de novos vasos sendo pouco tempo depois proposto que o
crescimento tumoral dependia crucialmente do desenvolvimento da
angiogénese (FERRARA; KERBEL, 2005).

Hoje se sabe que tumores humanos assim como tumores
animais se caracterizam por ndo serem angiogénicos no inicio do seu
desenvolvimento. Alguns carcinomas in situ podem existir por meses ou
anos sem neovascularizacdo tendo como consequiéncia um volume
limitado e restrito a poucos milimetros cibicos. Porém, com o passar do
tempo alguns tumores podem desenvolver o fendtipo angiogénico
permitindo o recrutamento de novos capilares sanguineos que dao
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suporte ao crescimento tanto das células angiogénicas como ndo
angiogénicas (FOLKMAN, 1995).

Isso significa que até o tamanho de aproximadamente 1-2 mm o
tumor pode absorver nutrientes existentes ao seu redor por difusdo
simples, a partir deste tamanho o aporte nutricional precisa envolver o
recrutamento de novos capilares sanguineos em dire¢do a massa tumoral
com a consequente infiltracdo neste tecido (PANDYA; DHALLA;
SANTANI, 2006).

Apesar de alguns contratempos iniciais e resultados negativos
na busca por agentes antiangiogénicos, grandes progressos tém sido
alcancados nos Ultimos anos quando se pde em foco a angiogénese
como terapia para algumas doencas. Portanto, inibir a angiogénese é
uma estratégia promissora para o tratamento, por exemplo, do cancer e
atualmente vém sendo alvo de bastante interesse na comunidade
cientifica quando se trata especificamente desta doenca (FERRARA,;
KERBEL, 2005).

Os dados apresentados para o0 ensaio in vivo, mostrado
anteriormente, nos permite afirmar que o latex apresentou efeito
antitumoral ao inibir o crescimento do tumor ascitico de Ehrlich nos
camundongos. E, de forma complementar, a fim de elucidar mais um
dos possiveis mecanismos de acdo antitumoral do latex, a atividade
antiangiogénica foi determinada também in vivo através do ensaio de
CAM realizado com ovos de galinha fertilizados da espécie Gallus
domesticus.

Como resultado do ensaio da membrana corioalantdica, nas
figuras 15 e 16 sdo apresentados o percentual e a quantidade de vasos
sanguineos existentes em concentragfes crescentes do latex, sendo
claramente observada uma redugdo na quantidade de vasos & medida que
se aumenta a concentracdo utilizada caracterizando um efeito dose-
dependente.

Ng e colaboradores (2010) apresentam o efeito antiangiogénico
de nove plantas medicinais, estando entre estas, trés plantas do género
Phyllanthus, pertencentes & familia Euphorbiaceae. O extrato
metandlico de P. urinaria apresentou 56,7% de inibicdo da angiogénese
em aortas de ratos. Curiosamente as outras duas espécies deste género
também foram capazes de inibir a formacdo de novos vasos, 0 que
permite supor que o potencial antiangiogénico observado por estes
autores pode ter sido derivado de compostos semelhantes como lignanos
(hipofilantina, filantina, nirantina).

Por sua vez, o latex (Sangue-de-Drago) de diferentes espécies
do género Croton (Euphorbiaceae) também apresenta em sua
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composigdo neolignanos (dihidrobenzofurano) que foram testados no
ensaio de CAM por Apers, Vlietinck e Pieters (2003) cujo efeito
antiangiogénico apresentou capacidade intermediaria quando testado na
concentracdo de 50ug/pellet corroborando estudos mostrados
anteriormente onde este efeito foi atribuido aos compostos desta mesma
classe.

No presente trabalho sugere-se que o efeito antiangiogénico
observado possa ser decorrente da existéncia de compostos como
lignanos e neolignanos no latex de C. celtidifolius. Dessa forma, faz-se
necessaria uma caracterizacdo quimica mais detalhada do material em
questdo uma vez que estes compostos sdo comuns em diferentes
espécies deste género.

Outra possibilidade pela qual o efeito antiangiogénico pode ser
obtido seria através da inibi¢do da expressdo e atividade da isoformas
COX-1 e 2 uma vez que estas enzimas atuam na regulacdo da formacdo
de novos vasos sanguineos. Assim, o efeito do latex de C. celtidifolius
também pode estar relacionado ao efeito anti-inflamatdrio observado em
fragdes ricas em proantocianidinas (NARDI et al., 2007), corroborando
dados encontrados no estudo da composicdo quimica do material
utilizado neste trabalho (tabela 1).

Judah Folkman (1974) relata que o tratamento antiangiogénico
precedendo a terapia antitumoral de escolha para cada paciente seria
uma poderosa abordagem sinérgica. Neste sentido, estudos que
permitam uma melhor compreensdo destes possiveis agentes
antiangiogénicos provavelmente irdo fazer-lhes uma maior parte da
terapia antitumoral no futuro.

Além da angiogénese promover a expansdo da massa tumoral
como ja foi mencionado anteriormente, é preciso ressaltar que este
mecanismo propicia, de forma bastante importante, a formagéo de
metéstases, onde 0s novos vasos formados funcionam como uma rota
eficiente para a saida de células tumorais do seu sitio inicial para a
circulacdo sanguinea com a posterior implantagdo destas células em
outro tecido qualquer do organismo (ZETTER, 1998).

Portanto, a medida que a formagéo de novos vasos € inibida, a
chance de um tumor liberar suas células a circulagdo se torna
extremamente reduzida, implicando na diminuicdo do risco de
desenvolvimento metastatico. Dessa forma sugere-se que o latex de C.
celtidifolius ao inibir o desenvolvimento dos vasos sanguineos também
dificulte a formacéo de metéastases tumorais. Entretanto, cabe ressaltar a
necessidade de uma série de experimentos para que estes possiveis
mecanismos de acao de fato sejam comprovados.



78

Ainda no ensaio de CAM podem ser observados outros
parametros importantes como, por exemplo, a capacidade do latex em
causar alteragdes morfoldgicas no embrido de galinha. Dessa forma
através dos resultados apresentados, a figura 17 nos permite dizer que o
tratamento com a planta C. celtidifolius ndo apresentou efeito toxico
sobre os embrides uma vez que o comprimento total dos embrides
submetidos ao tratamento ndo foi alterado em relacdo ao controle
negativo.

O estudo da morfogénese ainda envolveu mais algumas
medidas que estdo apresentadas nas figuras 18 e 19 através da relacdo
CCVICVC e CCVICCV+CVC. Estes dados corroboram o que foi
afirmado acima demonstrando mais uma vez que o latex ndo causou
alteracdo na morfogénese dos embrides.

Este conjunto de dados sugere que o latex de C. celtidifolius
possui efeito antitumoral bastante significativo. Todos os dados obtidos
podem ser correlacionados de forma que o conjunto de efeitos
citotoxico, nucleasico e pré-apoptético foram, possivelmente, os agentes
promotores da morte das células tumorais. O latex ainda foi capaz de
inibir a angiogénese agregando ainda mais valor ao seu potencial
antitumoral.
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6 CONCLUSOES

A partir dos dados apresentados e discutidos no presente
trabalho é possivel concluir que o latex de C. celtidifolius pode ser
considerado um produto promissor na pesquisa para o desenvolvimento
de novos agentes antineoplasicos uma vez que:

e Apresentou-se citotoxico em todas as concentragdes testadas tanto
para a linhagem tumoral de Ehrlich como para a linhagem MCF-7;

e Possivelmente alguns de seus constituintes tem interacdo direta com o
DNA uma vez que o latex foi capaz de provocar quebras simples e dupla
no DNA plasmidial in vitro;

e Tem efeito pré-apoptético possivelmente decorrente da agdo direta
sobre 0 DNA claramente demonstrado pela colorag¢do do nucleo celular
com BE/LA;

e Apresentou atividade antitumoral in vivo, sendo capaz de reduzir o
tumor uma vez que houve reducdo do peso dos animais, diminui¢do no
volume de tumor, assim como diminuicdo do volume de células
compactadas e da relacéo células/volume tumoral;

e Causou elevagdo do tempo médio de sobrevida (TMS) e do percentual
de aumento da longevidade (PAL) dos animais implantados com o TAE;

e Apresentou efeito antiangiogénico no ensaio de CAM cujo resultado
foi uma reducdo significativa no nimero de vasos sanguineos apds o
tratamento;

e Nao alterou a morfologia dos embribes de Gallus domesticus,
demonstrando ser atdxico nas concentracdes utilizadas no ensaio de
CAM.
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7 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados neste trabalho sdo
apresentados como perspectiva:

e Estudo fitoquimico mais detalhado do latex de C. celtidifolius a fim de
proporcionar uma melhor correlagdo entre os resultados analisados no
que diz respeito a estrutura dos compostos e seus possiveis efeitos
bioldgicos;

e Isolar a partir do latex de C. celtidifolius possiveis estruturas quimicas
cujo efeito antitumoral jA é relatado e aplicd-las nos ensaios
apresentados nesta dissertacao;

e Submeter diferentes linhagens celulares, incluindo células ndo-
tumorais, ao ensaio de citotoxicidade;

e Avaliar a expressdo de proteinas associadas a biossinalizacdo do
processo de apoptose como p53, Bcl-2, Bax e citocromo ¢ além da
atividade da caspase 3;

e Avaliar o efeito do latex na expressdo de fatores pro-angiogénicos,
como VEGF, a fim de correlacionar os resultados do ensaio antitumoral
com o efeito antiangiogénico observado;

e Avaliar o efeito do latex de C. celtidifolius no ciclo celular através do
estudo da expressdo das proteinas envolvidas no controle deste
mecanismo, assim como a distribuicdo das células nas diferentes fases
do mesmo.
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