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Avaliacdoin vitro da atividade antiproliferativa de extratos das platas
Jodina rhombifolia Hook.et Arn. e Carapa guianensis Aubl. sobre células HL-
60, Linfoma Daudi e fibroblastos NIH-3T3

Resumo

Introducédo - A incidéncia de cancer aumenta anualmente, sends das
principais causas de mortalidade em todo o munésseéhta por cento dos
quimioterapicos sao derivados de fontes naturais.

Objetivo - O presente trabalho objetivou avaliar a ativedadtiproliferativa de
extratos obtidos a partir de folhas dadina rhombifolia Hook. et Arn.
(metandlico e aquoso) e de semente€dmpa guianensiéubl. (metandlico e
eterico).

Métodos - A atividade dos extratos foi avaliada por ensarimétrico com
Sulforodamina B (SRB) sobre as linhagens celuldwsorais humanas de
Leucemia Mieloide Aguda (HL-60), Linfoma Daudi éribblastos embrionarios
murinos (NIH-3T3), como células controle. As linbag celulares foram
cultivadas em placas de microculturas, e foram kbadas com cinco
concentragOes diferentes dos extratos (2.0, 10.0, €00.0 e 600.Qg/mL) por
um periodo de 72 horas. Para determinar o efetipratiferativo foi realizada
leitura das placas em espectrofotdmetro. Com agdtael®s obtidos a partir das
concentracOes testadas de cada extrato, foi gemn@dacurva dose-resposta e
determinadas a gje CIT. Para analise estatistica dos resultadosi-ses o teste
de regresséao linear para as diferentes concensrag@ores dgp<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Resultados —O extrato metandlico d@arapa guianensigoi o que apresentou
maior atividade antiproliferativa sobre a linhagein60, com C§=12,6 ng/mL
e CIT=80,5 pg/mL (p<0.05). Sobre a linhagem Linfobwudi 0 extrato aquoso
da Jodina rhombifolia apresentou melhor efeito, coms&41,09 pg/mL e
CIT=55,90 pg/mL (p<0.05). Nao houve inibicdo estatamente significativa
nos controles (p>0.05).

Discussao-Esses resultados demonstram que os extratos shiig® plantas
Jodina rhombifoliaHook. et Arn e Carapa guianensiiubl tém efeito anti-
proliferativo em células neoplasicas de origem hepwéticas, sendo
aconselhado expandir essas pesquisas, buscanddébtaco que venha a ter
utilizacéo clinica.

Palavras ChavesLeucemia; linfoma; fitoterapia; cultura de céhlila



In vitro anti-proliferative activity of extracts from Jodina rhombifolia HooK
& Arn. and Carapa guianensis Aubl. on HL-60 cells, Daudi lymphoma and
NIH-3T3 fibroblasts

Abstract

Introduction- The incidence of cancer increases annually andnsidered one
of the main causes of mortality worldwide. Sixty-gent of chemotherapics were
obtained from natural sourcefbjective - this study aimed to assess the
antiproliferative activity of extracts from leaves Jodina rhombifoliaHook. Et
Arn. (methanolic and watery) and seed<afapa guianensig&ubl. (methanolic
and etheric).Methods - The extract activity was assed by sulforhodanthe
colorimetric assay (SRB) on human tumor cell lioésacute myeloid leukemia
(HL-60), Daudi Lymphoma and mouse embryonic fibesité (NIH-3T3), as
control cells. The cell lines were grown using raarlture plates and were
incubated with five different extract concentraso(2.0, 10.0, 60.0, 100.0 e
600.0ug/mL) for 72 hours. The anti-proliferative effecasvdetermined by the
use of a microplateeaderspectrophotometer. With the obtained results a-dose
response curve was generated and thgdf@id ICT values were determined. For
statistical analysis the was used with linear rego:n for different
concentrations. The p<0.05 values were considetatsttcally significant.
Results —The methanolic extract fronCarapa guianensipresented the highest
anti-proliferative activity on HL-60 line, with I§g = 12.6 pg/mL and ICT = 80.5
png/mL (p<0.05). On Daudi Lymphoma line, the aqueeuxsract of Jodina
rhombifolia presented the best effect:s€CE 41.09 pg/mL and ICT = 55.90
ng/mL (p<0.05). No statistically significant infition was found in control cells
(p>0.05). Discussion- The results showed that the extracts obtained fiioen
plantsJodina rhombifoliaHook. et Arn. andCarapa guianensig&ubl. have anti-
proliferative effect on neoplastic cells of hema@pic origin. Further studies are
necessary to obtain new drugs for clinical use.

Keywords: Leukemia; lymphoma; phytotherapy; cell culture



1- INTRODUCAO

O cancer configura-se como um grande problema @#egaliblica tanto
nos paises desenvolvidos como nos paises em déserario, sua incidéncia
aumenta anualmente. Segundo estimativas da OrgaoiZdundial de Saude
(OMS), a cada ano surgem dez milhdes de novos aasosco milhdes de
pessoas vao a Obito em decorréncia dessa doendrallih o cancer constitui a
segunda causa de morte por doencas, sendo a primegresentada pelas
doencas cardiovasculares. Acomete cerca de cenindiliduos anualmente,
com ligeira predominancia do sexo masculino. Néisnak décadas, o registro
brasileiro de cancer tem apresentado um acréscanaimero de casos novos,
ressaltando a importancia da doenca, seu impactal ®econémico, gravidade
dos sintomas fisicos e psicolégitos

De acordo com a OMS apds o ano de 22Q0nilhdes de pacientes, a
cada ano, serdo vitimas dessa doenca sendo quel&@#pulacdo residem em
paises onde os recursos para o controle do cawanrsuficientes

Segundo relatério da Agéncia Interna@iopara Pesquisa em Cancer
(IARC) /OMS (World Cancer Report 20080 impacto global do cancer mais
que dobrou em 30 anos. O continuo crescimento pojomial, bem como seu
envelhecimento, afetard de forma significativa @agto do cancer no mundo.
Esse impacto recaird principalmente sobre os paftesmédio e baixo
desenvolvimento. A IARC/OMS estimou que, em 2008tade dos casos novos
e cerca de dois tercos dos 6bitos por cancer a@renessas localidades. Em
2008, a IARC/OMS estimou que ocorressem 12,4 mdlldie casos novos e 7,6
milhdes de dbitos por cancer no muhdo

No Brasil, estimativas do Instituto Nacional den€& (INCA) para os
anos de 2010/ 2011 apontam para a ocorréncia d274B88asos novos de cancer.
As regides Sul e Sudeste, de maneira geral, apa@seas maiores taxas,
enquanto que as regides Norte e Nordeste mostrameasres. As taxas da
regido Centro-Oeste apresentam um padrao intermediRio Grande do Sul é

0 terceiro estado em numero de casos novos dercame a estimativa de



ocorréncia de 48.930 novos casos, ficando atragmsiende S&o Paulo e Rio de
Janeiro com 136.060 e 55.950 casos Novos, resgetive.

Destes estima-se uma incidéncia de leiaseque varia de acordo com as
regides do Brasil. O Rio Grande do Sul apresentaiar incidéncia, tanto pra
homens com 7,75 casos para cada 100.000 homens,paran as mulheres com
6,01 casos para cada 100.000 mulheres. O estadBodEma foi o0 que
apresentou a menor incidéncia com 2,96 e 1,36 p6rOQ0, para homens e
mulheres, respectivamehte

A célula cancerigena caracteriza-se pela alteragéo funcdo em
consequéncia da incompleta diferenciacdo, pro@feya incontrolada,
invasividade dos tecidos adjacentes e metastaserigem dessa célula é
consequéncia de alteracbes genéticas que podemrahizidas por diversos
mecanismos como inativacdo de genes responsavaisapeptose e mutacdes
produzidas por agentes quimicos, fisicos e biot&grc

Existem trés abordagens principais paa kcom o tratamento do cancer:
excisao cirdrgica, radioterapia e quimioterapiay @apel de cada uma delas
depende do tipo de tumor e de seu estagio de ddsangnto. A cirurgia foi a
primeira modalidade de tratamento que significatieate alterou o curso de uma
neoplasia e consiste na retirada fisica do tecidligno sendo eficiente somente
nos casos em que o tumor € circunscrito, anatoneicemfavoravel e néo
apresenta metastades

A radioterapia € utilizada para tumoresalizados que néo puderam ser
extraidos totalmente ou aqueles que apresentatantaabh de recidivas locais
apos a cirurgia. Essa técnica consiste em expoelatas malignas a radiacao
ionizante, pois ela possui caracteristicas fisgas promovem a ionizacdo do
meio incidente, alterando as macromoléculas quanshspensaveis as funcdes
vitais, levando as células a morte. A radioterapisomente efetivaas células
que estdo em divisdo, possuindo graves efeitosecals, provocando lesbes nos
tecidos normais e adjacerftes

A quimioterapia € um dos métodos mailizados e consiste no uso de

agentes citotoxicos ou anti-hormonais, que eliminasncélulas neoplasicas



diminuindo, assim o crescimento da massa tumoaapmliferacdo desordenada
das células. A quimioterapia com farmacos citotdsicos quais danificam ou
matam as células, é o principal método de tratammeetalguns canceres, mas
tem tido uso crescente como adjuvante da cirungidaoradioterapia em varios
tipos de tumdk

A introducdo da quimioterapia aumentmmificantemente os indices de
cura de alguns tumores, em especial das neoplasmatologicas, as quais nao
eram controladas com sucesso pelo emprego daieimugadioterapia

A maioria dos agentes utilizados em dplienapia atua inibindo a sintese
de DNA ou mecanismos de replicacdo celular, ma®ascapor apresentar
melhor atividade “antiproliferativa” do que “antwasica’. Sendo assim, a
seletividade entre células normais e tumorais teenanodesta e os efeitos
colaterais acentuados. Além disso, a toxicidadsadedrogas limita seu uso ja
que a maioria dos canceres humanos sdo quimidess e ainda, podem
causar danos ao DNA de células normais induzinidonaacdo de uma segunda
neoplasi

Adicionalmente a cirurgia, irradiagcdogeimioterapia, a imunoterapia
consiste numa importante terapia de combate acecadAcimunoterapia e a
bioterapia incluem abordagens tais como Modificagata Resposta Bioldgica
(BRMs), citocinas, transplantacéo de linfécitosapea génica, bem como ervas e
alternativas medicindls

Entre os quimioterapicos provenientes de espécgetais podemos
destacar os alcaldides obtidosGatharanthus roseugonhecida também como
Vinca rosea utilizada pela populacdo de Madagascar no trattmo diabetes.
Durante os testes de atividade hipoglicemiante,eratos dessa espécie
produziram granulocitopenia em consequéncia deess@o da medula 6ssea dos
animais, sugerindo avaliacdo em modelos de leusensialinfomas. A
confirmacédo da atividade antitumoral nesses modelsu ao isolamento dos
alcaléides vimblastina e vincristina, 0os quais <B® grande utilidade no
tratamento tanto de neoplasias de origem mieldidénféide (leucemias e

linfomas) como de tumores ditos como s6lidds"



O potencial da descoberta e desenvolwionda novas drogas a partir de
extratos vegetais ainda é considerado pouco exjdofastima-se que existam
cerca de 250 a 500 mil espécies vegetais e sonfemiel5% destas foram
estudadas do ponto de vista farmacoldgico

O Instituto Nacional do Cancer dos EUAC{Nestudou cerca de 30 mil
amostras entre 1960 a 1982, resultando em 23 swgimtdativas, mas ainda
existem 20 mil extratos que deverdo ser submetdésstes de avaliacdo da
atividade antitumordl™,

Dentre as neoplasias, as hematologicas constituamgmupo bastante
distinto, n&o apenas pelas manifestacdes clinm@smente muito severas, mas,
também, pelo seu tratamento agressivo e grande i-mortalidade,
principalmente as leucemias, que séo decorrenteleskquilibrio entre as taxas
de proliferacdo, maturacdo e apoptose das célaamtopoiéticas comumente
associadas a polimorfismos génicos.

As leucemias podem ser classificadas erdasgluas com inicio e evolucéo
rapidos, e as crbnicas de inicio e evolugéo lentos.

As leucemias agudas sao caracterizadasquonulo excessivo de células
imaturas na medula 6ssea. O evento leucemogénicoeoem uma célula
progenitora (mieldide ou linféide), e associadonaauproliferagdo aumentada
ocorre um bloqueio da maturacdo, impedindo a difgagdo celular. As
leucemias agudas dividem-se em mieloides (LMA)f6ides (LLA) ou
bifenotipicas quando apresentam marcadores das limegeny. A LMA
compreende um grupo heterogéneo de doencas malignasedula 6éssea com
apresentacdo clinica semelhante, mas diferentextessticas morfologicas,
citogenéticas e imunofenotipicas, além de um cciiseco e perfil de resposta ao
tratamento que depende do subtipo e de fatores@stigos. Tal enfermidade
ocorre em qualquer idade, sendo mais comum emaadutbom frequéncia
aumentada em idosos. Embora seja uma doenca aeh&inte rara,
representando cerca de 1,2% dos Obitos causadadopacas oncologicas nos
Estados Unidos, espera-se um aumento da sua in@dédevido ao

envelhecimento da popula¢io



A apresentacdo clinica é semelhantetadas as idades e resulta da
infiltracdo da medula éssea por células neoplagitastos malignos), resultando
na diminuicdo da hematopoiese normal com consegugrgda nas contagens
normais de elementos figurados no sangue periféoicue causa 0s principais
sintomas da doenca: anemia, sangramentos e infeéc&m®lula envolvida
pertence & série miel6ide, um dos trés setorestbpoéticos’.

A LMA é classificada em subgrupos de acordo corélala envolvida e
seu grau de diferenciacdo, o0 que contribui paraif@sencas encontradas na
resposta terapéutica e no comportamento clinicie fEsomorfismo motivou o
estabelecimento de varias classificacfes, destaesmda franco-americana-
britanica (FAB) que foi inicialmente proposta envY&%® permanece amplamente
utilizada até hoje. Tal classificacdo divide ostgas das LMASs de acordo com
a morfologia da célula neoplasica na medula ésseaete subgrupos de MO a
M7, que sao:

MO- Leucemia Miel6ide Aguda minimamente diferenaiad

M1- Leucemia Mielbide Aguda sem maturacao;

M2- Leucemia Miel6ide Aguda com maturacao;

M3- Leucemia Mielbide Aguda promielocitica (LPA)

M4- Leucemia Mielbide Aguda mielo-monocitica

M5-Leucemia Mielbide Aguda monocitica

M6-Leucemia Eritréide Aguda ou Eritroleucemia

M7-Leucemia Megacarioblastica.

A leucemia mieloide aguda é uma doenca potencidémenravel; a
chance de cura de um paciente depende diretamemjeathtidade d&atores de
prognésticoacumulados por efe'?

Apesar de corresponder aproximadamente a 20% deendas na
infancia, responde por mais de 30% das mortes qaq@memia. Mesmo com a
evolucdo no tratamento das criancas com LMA nosnd# trinta anos, a
sobrevida livre de doenca continua a ser em tomdb@% na maioria dos

centros®,



De acordo com o Instituto Nacional de Combate anc@a(Inca) em
estudo realizado entre 1991 e 2006, em nosso pédsicemia foi o cancer que
mais afetou a faixa etaria de 0 a 18 anos e foiesagpresentou maior mortalidade
(35%). O levantamento apontou, inclusive, que caarentre 1 e 4 anos foram as
mais afetadas, com 31,6% dos casos registradognbDez estados e o Distrito
Federal fizeram parte do estudo. A leucemia aptesamm percentual médio de
29% de frequéncia no pais, a ocorréncia de casasivaas capitais analisadas.
Salvador teve a menor taxa, com 25,5 casos do s@szulino para cada 1
milhdo de pessoas, e 18,6 do sexo feminino, na mesoporcdo. Ja em Cuiaba
e Curitiba foram observadas as maiores tal@sncidéncia, com 90,6 casos e
69,9 casos para cada 1 milhdo de pessoas, respeetite.

Dentre as LMA destacamos a leucemia promieloc{ti¢2A) devido a
seu comportamento inicial bastante agressivo corasaptacao clinica tipica,
ocorrendo sangramentos secundarios a coagulagawvastular disseminada em
90% dos casos, o que confere um progndstico irbeisiante reservatfo

A LPA caracteriza-se pelas transléescrecorrentes envolvendo o
cromossomo 17 e a ativagao do gene BRAsendo mais frequente a t (15; 17) e
seu gene fusionado PML/RAR que € utilizado tanto para diagnéstico como
para estudo de doenca residual minima. A introddg&Acido all-trans retindico
(ATRA) como terapia padrdo na inducdo, modificoprognostico deste grupo
de pacientes e a combinacdo com antraciclicos dewadta taxa de remissao
completa (RC), superior a 90% e de sobrevida ldeeloenca em trés anos de
cerca de 80%* ** A maior complicacdo do uso do ATRA é a sindrogiméide
(SAR), caracterizada por febre, ganho de peso, odésto respiratério,
anasarca, infiltrados pulmonares, derrame pleul@l @ericardico, disfuncéo
cardiaca e/ou renal e hipotenséo. A incidénciaAfe &ria de 10% a 30% e esta
associada a elevada mortalidade. No Brasil, adaxaortalidade nos primeiros
sete dias de tratamento obtida de sete grande®seracionais foi de 20% para
LPA. Resisténcia aos quimioterapicos € um dos @wmdotivos de falhas no

tratamento da leucemia mieldide aguda, com isstatee necessaria a busca de



novos farmacos visando um sinergismo de tratameitm® menos riscos ao
portador de LPA’,

Os linfomas constituem um grupo de g@asnneoplasicas que se
originam de células do sistema imunolégico. Saduosores sanguineos mais
comuns (mais que as leucemias) e estdo entre cdnt@res mais incidentes no
mundo. Podem acometer desde criancas até idososemcdevido a um dano ao
DNA de uma célula precursora de um linfocito, eds@o ocorre apds o
nascimento e representa, portanto, uma doencaraidge ndo hereditaria. O
prefixo “linfo” indica sua origem a partir da trdosmacdo de um linfocito, e o
sufixo “oma” é derivado da palavra grega que sigaiftumor™?,

Os linfomas geralmente tém inicio nos linfonodo&ngios linfaticos),
podendo acometer qualquer dos linfonodos contiddistebuidos nas diversas
regides do corpo: periféricos ou profundos. Em radgeasos, podem envolver a
medula O0ssea, bem como outros 0Orgdos tais comemsishervoso central,
testiculos, pele, entre outfds

Os diferentes linfomas sao atualmente reconheado® “entidades”
independentes, definidas por um conjunto de cafattas de acordo com a
célula normal que deu origem a neoplasia, o aspdistoldgico, a
imunofenotipagem, as peculiaridades clinicas eespiologicas e os defeitos
genéticos e moleculargs

Ele foi descrito pela primeira vez em 1839 por Thermlodgkin, médico
inglés. Desde entédo, foram descritos mais de 4psgh que se diferenciam pela
linhagem das células e por alteracbes a nivel mlgec

Hoje, classificam-se os linfomas ergr@ndes grupos: dsnfomas de
Hodgkin e os Linfomas nao-Hodgkin. Ambos tém apresentacdo clinica
semelhante, porém, dependendo do seu subtipoga@stico € variavel.

A incidéncia do linfoma de Hodgkin atinge untgde 5 a 6
caso0s/100.000 individuos em torno de 20 anos deidéssa taxa cai para menos
da metade na meia idade e volta a aumentar emémegiem individuos mais

idosos. Esse padrdo difere entre grupos étnicas, wwmior frequéncia em



individuos mais jovens (de 10 a 40 anos) de desceml européia, do que
naqueles de descendéncia africana, asiatica oartis{y.

O linfoma de Hodgkin (LH) é uma doenca tratavel qoalquer
estadgio e curavel em cerca de 80% dos casos. Aifedagsdo histoldgica
proposta pela OMS divide a neoplasia em LH predangma linfocitica nodular
e LH classico (WHO, 2004). A forma classica é suiolitla nos tipos esclerose
nodular, celularidade mista, deplec&o linfocit@riaco em linfécitoS.

Os linfomas nao-hodgkin (LNH) constituem um grugeinogéneo de
neoplasias, com grande variedade de padrdoes Iy&tosd e diferentes
comportamentos bioloégicos. Em relacdo a epidemialogs LNH ocupam a
guinta posicao entre as neoplasias diagnosticadamn@sma posicao em relacao
as causas de morte por cancer nos EUA

A etiologia dos LNH, como outras neoplasiasyutifatorial. Em 50%
dos linfomas de células B, podem ser identificadasslocacées cromossdmicas
recorrentes, como t (14; 18)

Apresenta importante variacdo geografica em distmibuicdo com
incidéncia crescente nos ultimos 40 anos. O nunderccasos praticamente
duplicou nos ultimos 25 anos, particularmente epessoas acima de 60 anos
por razdes ainda ndo esclarectdas

A incidéncia do LNH aumenta progressivamente comilaale. Em
torno de quatro casos/100 mil individuos ocorrerfana dos 20 anos. A taxa de
incidéncia aumenta até dez vezes, passando pa&a@sdd/100 mil individuos aos
60 anos, e mais de 20 vezes, chegando a 80 ca3asilliddividuos apos os 75
anos' ®

Pessoas infectadas pelos virus HIV, Epstein-Ba8BVJEHTLV1 e pela
bactéria Helicobacter Pylori, apresentam maiorride desenvolver linfoma. A
exposicdo a componentes quimicos de herbicidasstcigdas também esta
associada a sua ocorréncia, assim como a expasigatiacath'’*

Os LNH podem ser indolente (de crescimento lendgyessivo (de
crescimento rapido) ou possuir caracteristicasnaleoa os tipos. O linfoma de

células B é o tipo mais comum e o linfoma de célila menos comum. Devido
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a existéncia de varios tipos e subtipos de LNH, wdtanimportante saber o
diagndstico correto para se instituir o tratamenais adequadd *°

A Working Formulation permitiu subdividir os LNH decordo com os
grupos prognosticos que apresentavam importaniacal Esta foi sua grande
contribuicdo. Os LNH foram divididos em trés categm baixo, intermediario e
alto grau de malignidade, de acordo com as cureambrevid¥.

A maioria dos linfomas é tratada com quimioterapadioterapia, ou
ambos. A imunoterapia estd sendo cada vez maispm@ma ao tratamento,
incluindo anticorpos monoclonais e citoquinas, ddaimente ou associados a
quimioterapia’.

Os LNH de baixo grau e intermediaricedominam em adultos,
engquanto que mais de noventa por cento das cri@oegad.NH tem tumores de
alto grau.

Destacaremos o linfoma de Burkitt (L&n subtipo histologico do LNH
de alto grau, que apresenta comportamento agressi@oonado a mudancas
citogenéticas na expressado do protoncogene ¢2mic

O LB é uma neoplasia de células B classificada peltbonal Cancer
Institute Working Formulatioromo linfoma de células pequenas nao-clivadas.
Em relacdo a classificacd®evised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms(REAL), a forma classica, com aspecto celular
monomorfo, recebeu a denominacao linfoma de Burkiticaracterizacdo do
imunofenoétipo € fundamental para o diagndstico, w@a que a maioria dos
casos de LB apresenta marcadores de células Bvpssisendo eles: CD10,
CD19, CD20, CD22, e CD7%a

E mais comum em criancas, correspataled cerca de 40% dos
linfomas nessa faixa etaria. Quando incide em asgludista freqientemente
relacionado a imunodeficiéncia, sendo raro em agulmunocompetentes.
Incide duas a trés vezes mais no sexo masculino@teminino. A presenca do
EBV € comum em mais de 70% dos casos. O tipo ABM¥ E mais comum,

aparecendo em até 90% dos casos em que ha envalwiche virus, sugerindo
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que a imunodeficiéncia ndo € tdo importante nagésiese da doenca do LB
brasileiro, em contraste com a forma africarta

Considerando-se a alta taxa de crescimento do L&agndstico e o
estadiamento rapidos sdo essenciais para o sueeapéutico. O tratamento de
escolha é a quimioterapia sistémica com multiplagas. A radioterapia fica
restrita a casos de emergéncia, em que se necesdiiair rapidamente o
tamanho do tumor, como nos casos de compressa@stiedi e nos casos de
envolvimento meningeo. O transplante de medulaadéERIO) autdlogo é o
tratamento de escolha nos casos de recaida do*tumor

A existéncia de linhagens celulares derivadas deottes, as quais
podem ser convenientemente e continuamente mamiidatso, tem favorecido
varios tipos de estudos, possibilitando a elucidaig& mecanismos de acdo de
substancias ativds Principalmente o uso de linhagens celulares haltwitas
tem facilitado investigacdes mais objetivas queaaie efeitos de agentes com
potencial anti-neoplasicd®2

A linhagem celular HL-60 é derivada de pacientenagtado por uma
leucemia promielocitica aguda, em cultura, € ctndd por mieloblastos ou
promielocitos, embora 5-10% destas células podem diterenciar
espontaneamente em granulocitos mais maduros, indolu mieldcitos,
metamieldcitos e neutrdfilos bastonetes e segmesitadstas células coram-se
fortemente com corantes especificos para célulaglomes, incluindo
mieloperoxidase, esterase cloroacetato ASD e N#gi®udao B. Entretanto, ndo
foi notada reacdo com fosfatase alcalina, um ceradé positividade
caracteristica em granulécitos neutrofilicos noghai

A linhagem Daudi é derivada de paciente acometiglo pinfoma de
Burkitt. Esta linhagem €& extensivamente utilizada estudos que tentam
elucidar os mecanismos de origem das leucemiadpd®mm caracterizada como
uma linhagem linfoblastica do tipo B. Suas céluas reacdo positiva para o
antigeno nuclear do virus Epstein Barr (EBNA), mssomo também para o
antigeno do capsideo viral do mesmo virus (VCA)nmanoglobulinas de

superficie, sendo negativa para b2-microglobuifia
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Vérios estudos tém sido realizados corbjetivo de verificar a influéncia
de extratos de diferentes plantas medicinais sdhreagens de células
leucémicas, na tentativa preliminar de identifiagentes antitumorais eficientes
derivados da natureza.

O cancer continua representando uma das principaissas de
mortalidade em todo o mundo, sendo superado ap@edss doencas
cardiovasculares, infeccbes e doencas parasitarr@sponsaveis por,
respectivamente, 30 e 19% das mortes. No ano de, 2@0milhdes de novos
casos de cancer foram registrados mundialmentee€imento da populacao,
associado ao envelhecimento, as mudancas de hébftderes ambientais que
vém se verificando no planeta, implicam em umadacia progressiva de
novos casos de cancer. Estudos indicam que, mesmoos dados atuais
permanecam inalterados, cerca de 15 milhdes desncasos e 10 milhdes de
mortes sdo esperados para o ano de?2020

Ha uma necessidade constante de identificar, avaliauscar novos e
mais efetivos farmacos para o tratamento de véigos de cancer. Esse processo
tem inicio pela identificacdo de novos principids/as obtidos de diversas
fonteg’.

A importancia das plantas medicinais esta na sumrilbaicdo como
fonte natural de farmacos e, por proporcionar granqmbssibilidades de obtencao
de novas substancias, devido a diversidade deittomEs quimicos presentes na
sua composicdo. No entanto, inUmeras plantas queis@#das em preparacoes
fitoterapicas carecem de um maior controle de dadé, uma vez que a
literatura cientifica indica que muitas destas podapresentar substancias
téxicas ou composicéo quimica varidvel

A busca de agentes anticancerigenos derivados atkitps naturais,
além de proporcionar instrumentos farmacoldgicos pa estudo de funcdes
fundamentais como o crescimento e divisdo celtdagdo imune, carcinogénese
e sua regulacao, permitiu a descoberta de novos di acdo farmacologica, tais

como moléculas fundamentais na mitose celularifioiles de microtabulos) ou
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proteinas implicadas na replicacdo do DNA (inibedorde topoisomerases),
utilizados no tratamento de diversos tipos de a@sce

Quando extratos ou fracdes de produtos naturaismignam efetividade
frente a modelos tumorais experimentais padrongagwocede-se com o
fracionamento e purificacdo, até a identificacdesotamento do principio ativo
responsavel pelo efeito e obtencdo de derivadestisios visando melhorar sua
acao e reduzir sua toxicidade

A extracdo de produtos de plantas com supostas ripdapes
terapéuticas tem conduzido a obtencédo de numecosmgostos purificados com
acdo farmacologica bem definida e mostram uma gradidersidade de
atividades terapéuticas, analgésicas e antitunitrais

A medicina popular de diferentes culturas tem propoado valiosas
indicacbes de plantas com propriedades medicingikzadas para diversas
enfermidades, tais como resfriados, bronquitegras; diarréias e tumores como
fonte de novos agentes antineoplasicos.

Os produtos naturais tém sido uma importante fdetanovos agentes
antineoplasicos. Existem, no minimo, 250.000 eggéde plantas no mundo,
sendo que mais de 1.000 plantas apresentam pra@esd antitumorais
significanted’. Justificando o aumento da busca em todo o murdoayas
terapias, mais eficientes, oriundas de fitoter&pico

Tendo em vista que a maioria dos tratamentos a&méndisponiveis,
como radioterapia e quimioterapia, utilizadas copmioneira escolha para o
tratamento do cancer, apresentam sérios efeitosrsmy/ como inibicdo da
resposta imunolégica e a mielossupresséo, vistongoeapresentam toxicidade
seletiva, é necessario buscar novas drogas coinsefaais especificos e menor
toxicidadé®.

A avaliagdo da atividade de extratos e fragOes ldetgs medicinais
podera levar a identificacdo e ao isolamento dasi@ubstancias com potencial
aplicacdo na terapéutica humana contra o canceBraSil, por possuir uma

riqueza inestimavel, representada pela biodivedsidie sua flora, aparece como
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um importante centro na busca de novos farmacos/ades de plantas
medicinais encontradas em nosso territdrio

Dentre essa variedade destacama®dina rhombifoliaHook.et Arn.,
popularmente conhecida como “cancorosa de trésaghnterva cancorosa’,
“cancrosa’, “cancerosa’ e “sombra de touro”, é uempécie da familia
Santalacealargamente empregada na medicina caseira paratamgnto de
Ulceras cronicas, carcinomas, problemas estomacasfriados e outras
afeccoed 43>

E uma planta nativa do Sul do Brasil, localizadagypalmente na Mata
de Pinhais de Santa Catarina e na depressédo ceotRib Grande do Sul, mas
também pode ser encontrada no Paraguai, Bolivigertina e Uruguai.
Atualmente, encontra-se em perigo de extin¢caocipamente, pelo consumo
indiscriminado de suas folhas para fins terapéstict

Os principais componentes quimicos identificados fahas deJ.
rhombifolia sdo: acidos organicos, compostos fendlicos, atbzd) taninos,
flavanéides, grupos amino, esterdides, gomas e lagecios Experimentos
realizados comprovam a presenca de acidos graxosementé$ *® Outros
experimentos evidenciaram esterdides e ou triteipeam grande quantidade
nesta planta, sendo também encontrados, em mewoporpéo, alcaloides,
cumarinas e saponinas em extrato etandlico

Estudo realizado com o extrato aquoso da plan&lae\que este extrato
ndo apresenta atividade mutagénica cdaianonell&’.

Beira (2000) evidenciou atividade citotoxica deraixts desta planta em
linhagens de Adenocarcinoma de mama (MCF-7), Adecotoma de coélon
(HT-29), Adenocarcinoma de pancreas (Bx-PC3, PANE-1

Destacaremos também Garapa guianensisAubl. popularmente
conhecida como “andiroba”, “andirova”, “angirovdtarapa”, “carapinha” e
“purga-de-danto-inacio”, € uma espécie da fanMeliaceae,nativa da regiao
Amazonica, que se localiza na prépria Bacia da Amiaze regido do norte do
Pard até o sul da Bahia, além de algumas locakddde América Central,

Antilhas e Africa Tropical. Esta planta apresentaaularga aplicacdo na
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medicina popular, dentre as quais se destaca suB analgésica,

antiinflamatéria, antiartritica, antitumoral, lacida e antimicrobiarfa 43 34 44

45,46.

Os componentes quimicos do 6leo das sementds. dglianensissao
representados por estearinas e acidos graxos,edel#s, os acidos olé€ico,
miristico e linoléicd’. Além disso, o extrato hexanico deste 6leo rewela
presenca de taninos com comprovada atividade amtilmana, carboidratos,
alcaldides e glicosidet’s O extrato metanélico do mesmo revelou a presdaca
limondides, que s&o substancias também conhecida® aneliacinas ou
tetranorterpendides, o0s quais apresentam propesdaihgoinibitorias e
inseticida8” *®**> Em andlise quimica do extrato etandlico do 6lacseémente
também revelou a presenca de alguns compostosciesiol

No extrato aquoso foi identificada a presenca dmonidides
(tetranortriterpendides), responsavel pelas prdpdes repelentes de inséfos
Trés destes limondides (onimbolide, epoxiazadirslie azadirachtin) foram
testados sobre células em cultura de neuroblastteneatos e osteosarcoma
humano, demonstrando atividade citotoxica com Quanaedo Inibitéria 50%
(Clso)™

Nas folhas estdo presentes ésteres graxos satulaiesdos de acidos e
alcoois de cadeias long8s

Experimentos realizados com flores d& guianensis que foram
submetidas a hidrodestilacdo, revelaram a presdmdaciclogermacrano (23%)
e germacrano B (14,3%) Também s&o reportados, na literatura, outros
componentes quimicos ativos encontrados, como icasp e
epoxiazadiradionas

N&o ha informacbes sobre seu uso em linhagens asogd de origem

sanguinea.
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2- JUSTIFICATIVA

A leucemia mieldide aguda constitui uma entidadeinica
potencialmente curavel, de diagnostico elaboradafarmento oneroso e
intensivo. A leucemia promielocitica corresponde5da 10% das leucemias
mieloides agudas e ocorre com mais frequéncia etiemtas relativamente
jovens, com uma média de idade de 30 a 38 anogsApta uma manifestacao
clinica tipica, ocorrendo sangramentos secunda@ig®agulacdo intravascular
disseminada em 90% dos casos, 0 que dificultatantiento e aumenta as taxas
de mortalidade relacionadas a doenca.

Os linfomas sdo a neoplasia hematoldégica mais éme( atinge
principalmente as faixas etarias da populacao susisetivel, que sao os jovens e
os idosos, fazendo com que o tratamento seja Wt e, aumentando 0s riscos
da doenca, ndo s6 das complicacbes, como de futagidelas, como por
exemplo, infertilidade.

A resisténcia aos quimioterapicos € um dos granaesos de falhas no
tratamento, com isso torna-se necessario a busoawbs farmacos visando um
sinergismo de tratamentos, com menos riscos aoadmit E necessario
identificar, avaliar e desenvolver novos e maisivade agentes terapéuticos para

o tratamento das neoplasias.
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3 - PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS

Uma proporcdo importante de farmacos antitumoraisalmente
utilizados em clinica sdo produtos naturais deogade plantas, bactérias,
fungos e animais. A utilizacdo por S. Farber em41@5 um antibiotico extraido
do cultivo de uma espécie @&reptomicesa actinomicina D, para tratar um
paciente com tumor de Wilms metastatico, introdumiuratamento do cancer o
primeiro farmaco antineoplasico derivado de proslutaturais, despertando
grande interesse no meio cientifico nessa areaedgqufsa, o qual perdura até
hoje?’.

A identificacdo de agentes farmacologicos naturasm acao
antineoplasica segue basicamente trés perspedtlyasconhecimento prévio da
existéncia da interacdo do composto quimico artiprativo com determinado
tipo de cancer, e, conseguinte, identificacdo dmtpl que o possua; (2) a
modificacdo de farmacos ja existentes, visandonadgmelhoria na capacidade
curativa e (3) o rastreio ao acaso de produtogaiatdos quais ndo se conhece o
efeito sobre células cancerigenssrénning®’.

Qualquer planta esta sujeita gorenningao acaso e pode ter seus
constituintes quimicos testados e, dentre estemtifitar-se um ou mais
apresentando acao anticancerigena. Porém, a pidadbidisto ocorrer aumenta
a medida que se busca algum conhecimento a resjgefitanta a ser testada. A
medicina popular € fonte de informacfes acerca dssipel presenca de

farmacos viaveis ao experimento.
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4 - OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiproliferativa de extratoasdfolhas da planta
Jodina rhombifoliaHook et Arn e, do 6leo da semente @arapa guianensis

Aubl. em cultivo “in vitro” nas seguintes linhagens celulares: (HL-60) de

Leucemia Mieldide Aguda, Linfoma Daudi e (NIH-3T®) Fibroblasto murino.

4.2. Objetivos Especificos
- Determinar a Gl: concentracdo do extrato inibitéria capaz de riedeQ% o
crescimento celular nos cultivos controle duranfeedodo de incubacdo com o

fitoterapico;

- Determinar a CIT: concentracdo do extrato queszawma inibicdo total do
crescimento celular.
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5 - HIPOTESES

As plantas medicinai§odina rhombifolia(“cancorosa de 3 pontas”) e
Carapaguianensig“ andiroba”) apresentam atividade citotoxicamcimibicao
da proliferacdo e morte celular, frente a linhagden células tumorais de
Leucemia Mieldide Aguda HL-60 e Linfoma Daudi e rs&wa observada morte

celular na linhagem de células fibroblasticas ( NBT3)in vitro .
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6 - MATERIAS E METODOS

6.1. Materiais
6.1.1. Plantas Medicinais

- Jodina rhombifolia foram utilizadas as folhas da planta das quaranio

extraidos os extratos metandlico e aquoso (Figyra 1

- Carapa guianensisfoi utilizado o 6leo das sementes da planta da tpram
extraidos os extratos metandlico e éter de petfbligoira 2).

O material utilizado no estudo foi preparado e dordo pelo Laboratério
de Oleoquimica do Departamento de Quimica Orgatacdniversidade Federal
de Pelotas — UFPel, pela Prof. Maria Regina Alvedrigues.

Figura 1. PlantaJodina rhombifolia Hook. et Arn
Fonte: arn.org.ar/Alec Earnshaw
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Figura 2. Planta e sementes d&arapa guianensis Aubl
Fonte: WWW.carapa.org

6.1.2. Linhagens Celulares

6.1.2.1. Linhagem de Leucemia Miel6ide Aguda (HL®

E uma linhagem de leucemia aguda, mielobkstimmana, que
proliferam em suspenséo, mantidas em estufa derawttemperatura de 37°C,
em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com SBR0%, com
crescimento exponencial de 1%#05x10 células/mL a um tempo de duplicacdo
de 12-14 horas. Esta linhagem celular foi adquiddaBanco de Células do Rio
de Janeiro/RJ/Brasil (BCRJ).

6.1.2.2. Linhagem de Linfoma Daudi

E uma linhagem derivada de Linfoma de Burkitt, homaque
proliferam em suspensao, mantidas em estufa derawttemperatura de 37°C,
em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com SBR0%, com
crescimento exponencial de 1X#01x16 células/mL a um tempo de duplicacdo
de 12-14 horas. Esta linhagem celular foi adquiddaanco de Células do Rio
de Janeiro/RJ/Brasil (BCRJ).
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6.1.2.3. Linhagem de Fibroblastos (NIH-3T3)

E uma linhagem murina, ndo neoplasica, utilizadaceontrole para
atividade de citotoxidade especifica dos ensaicstades. Prolifera em
monocamada aderida a superficie do frasco de cu(@bcni, poliestireno,
Corning), formando pequenos grumos celulares, whargm estufa de cultura a
temperatura de 37°C, em meio de cultivo DMEM, soqgletado com SBF a
10%. Esta linhagem celular foi adquirida do Ban@ @élulas do Rio de
Janeiro/RJ/Brasil (BCRJ). Esta linhagem foi uttiaacomo controle né&o
neoplasico, por ja estar sendo utilizada no labaratde cultivo celular do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia do LUistitde Biologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel /RS), fazpade de um projeto maior,
sob o patrocinio do CNPQ, onde os experimentosrfaealizados e também
para que os resultados obtidos pudessem ser cadgsaraos anteriormente

testados.

6.1.3. Meio de Cultivo
6.1.3.1. Meio RPMI 1640

Meio utilizado para cultivan vitro das células de Leucemia Mieloide
Aguda HL-60 e Linfoma Daudi; para realizacdo dosa@s bioldgicos de
citoxidade dos extratos da pladtahombifoliae C. guianensisEste meio utiliza
um sistema de tamponamento com bicarbonato e cwacéas modificadas de
aminoacidos essenciais e vitaminas para estimuegszimento celular.

O meio RPMI 1640 comercial (frasco de 100 mL, @alifi) é liquido,
estéril, de cor rosa forte e contém 0,2% de bicatm de sodio, glutamina e
antibiotico (100 U.mL de penicilina e 0,1 mg /mL elgreptomicina). Este meio
foi conservado em aligquotas de 100 mL a 4°C.

O meio foi suplementado com Soro Bovino Fetal (SBED%.
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6.1.3.2. Meio Minimo Essencial de Eagle Modificadgor Dulbbecco—
(DMEM)

Meio utilizado para cultivan vitro das células de fibroblastos (NIH-3T3)
e para realizacdo dos ensaios bioldgicos de cadeidlos extratos da planta
rhombifolia e C. guianensis E uma mistura de sais enriquecidos com
aminoacidos essenciais, vitaminas e outros compesdalicose, piruvato de
sodio e vermelho de fenol). Age como uma solucdadtiva para o crescimento
celular.

O meio DMEM (Gibco) foi preparado pelo Laboratéde Virologia do
Departamento de Veterinaria preventiva da UnivadigdFederal de Pelotas, a
partir da forma em po6. Para sua utilizacdo foi swd® de antibioticos e
antifingicos (penicilina/estreptomicina, BaytrilFungisoff), esterilizado por
fitragem em membrana apropriada, e conservado laotas a 4°C. Para o

repique celular, o meio foi suplementado com SBB%.

6.1.4. Soro Bovino Fetal (SBF)

Este soro foi utilizado a 10% como suplemento daonake cultivo
DMEN (Gibco) para o crescimento em monocamadantteagiem de fibroblastos
(NIH-3T3) e a 20% como suplemento do meio de culRPMI 1640 para o
crescimento em suspenséao da Linhagem (HL-60) e@inafDaudi.

O soro bovino fetal comercial (frasco de 100 mL]ti@b®) é liquido,
estéril, de cor amarelo claro e contem albuminahgina alpha 1 e 2, globulina
3, glicose, uréia, creatina, e lemo globulina. &dguBarker (2002), ele é
indicado para cultivos celulares fornecendo osréstode crescimento e 0s
nutrientes necessarfds

O SBF foi conservado em aliquotas de 100 mL a -20P&a sua
utilizacdo as aliquotas foram descongeladas em obamalnia a 37 °C e
distribuidas em volumes menores, segundo as ndadssi do trabalho e para

evitar possivel contaminacgao.
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6.1.5. Solucgdes
6.1.5.1. Solucdo Tampéo de Fosfato (PBS)

Foi utilizada como meio de lavagem no cultivo delle& que crescem em
monocamada em cultivia vitro. Esta solucéo é livre de €& Md”, e contém
Nacl(137mM), KCI (2,7mM), NeHPO, (10mM), KH,PO, e agua MilliQ e o pH
desta solucédo foi ajustado em 7,4. A solucdo fterdigada em autoclave e

conservada a 4°C.

6.1.5.2. Solucéo de Tripsina-EDTA

A solucdo tripsina-EDTA (Acido Etileno Diamino Tatético) foi
utilizada para permitir o deslocamento das céldes frascos de cultivo e/ou
agregacao de grumos celulares, através da suaguage proteolitica sobre as
proteinas intercelulares.

Esta solucdo contém PBS, Tripsina (Inlab) e EDTAN({®). O pH foi
ajustado em 7,2 e foi esterilizado por filtragcaoncmembranas de (uh de
didametro (Millipore) e a conservacao das aliquétas: temperatura de -20°C.

Somente a aliquota de trabalho foi mantida a 4°C.

6.1.5.3. Solucdo de Sulforodamina B (SRB)

A solucédo a 0,4% p/v de sulforodamina B (Sigmajljzatda para a
determinacédo colorimétrica da citotoxidadevitro, foi preparada dissolvendo a
SRB em &cido acético a 1%. A solucdo foi prepamadamomento de sua

utilizacao.

6.1.5.4. Solugcdo Tampao Tris Base

Para preparar a solugcdo a 10mM, foi dissolvido d.,8& Tris base
comercial (Vete®) em 1 litro de agua MilliQ. O pH foi ajustado a,3@om
NaOH. Esta solucéo foi utilizada para resolubilizasolucdo de SRB e foi

conservada em temperatura ambiente, sem luz e calor
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6.1.5.5. Acido Tricloacético 50% (p/v) TCA

Para preparar esta solucdo, foi pesado 50g de d&aloroacético
comercial (Vete®) e foi dissolvido em 100 mL de agua MilliQ. Estdugo foi
utilizada para romper as células e fixar as prateelulares e foi conservada a
4°C.

6.1.5.6. Acido Tricloacético 80% (p/v) TCA

Foi pesado 80g de &cido tricloroacético comerdigitgc) e dissolvido
em 100mL de agua MilliQ. Foi utilizada em células deucemia Mieloide
Aguda (HL-60) e Linfoma Daudi, que crescem em sos@e e foram

conservadas a 4°C até o momento da utilizac&o.

6.1.5.7. Acido Acético 1%

Para preparar esta solucéo, foi dissolvido 10 miaaléo acético (Synth)
em 990 mL de agua MilliQ. Esta solucéo foi utiliagohra remover o excesso da

solucédo de SRB e foi conservada em temperaturaeatebisem luz e calor.

6.1.5.8.Corante Azul de Trypan 0,4%

Esta solucdo foi preparada utilizando NaCl 0,81%HPQ, 0,06% e azul de
trypan comercial. Estas substancias foram dissmdvidm 100 mL de agua
MilliQ, filtradas com membranas de 28 de diametro (Prolab) e a conservacao
das aliquotas foi a 4°C. Este corante foi utilizadoa corar as células mortas,
diferenciando-as das células vivas, para contaganviabilidade celular em

Camara de Neubauer.

6.1.5.9. Dimetilsulfoxido (DMSO)

O DMSO é usado na medicina como solvente por apsdaixa
toxicidade, age como criopreservante em concertrdeéb%. Foi utilizado para

dissolver o extrato do 6leo @arapa guianensis
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6.1.6. Equipamentos

- Capela fluxo Laminar (Gabinete de Bio-Segurangafier® 36210-xx)
- Incubador (Incubadora Teknal TE-399)

- Autoclave

- Microscoépio Invertido (Quimis, Diadema, SP, Brasil)
- Banho-maria

- Centrifuga refrigerada

- Bomba de Aspiracao

- Refrigerador (-8°C, -20°C, -180°C)

- Camara de Nitrogénio liquido

- Estufa de secagem

- Equipamento de filtracéo

- Lavador de pipetas automatico

- Destilador

- Moinho Fritsch

6.2. METODOS

6.2.1. Delineamentdestudo experimental, pré-clinida, vitro

- Linhagens celulares: HL-60, Linfoma Daudi e NIA33

- Plantas medicinaisiodina rhombifoliaHook. et Arn e Carapa guianensis
Aubl.
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6.2.2. Preparo dos extratos

6.2.2.1. Preparo dos Extratos da plantdodina rhombifolia Hook. et Arn.

- Jodina rhombifolia Hook. et Arn.

A coleta da planta foi realizada no municipio Pelotas, RS,
Brasil, no més de dezembro de 2005. A planta f@da para o Departamento de
Quimica Organica UFPel e depositado um exempldrenbario com nimero de
identificacdo 20.737. A secagem foi realizada apematura ambiente durante
dois meses. Apos este periodo, a planta foi fratadan separando-se as folhas
dos troncos. As folhas foram trituradas em moirffrdgch) de malha 0,5mm, na
velocidade de 1200 rpm, e o pO obtido foi acondiadn até o0 momento da
preparacdo dos extratos (aquoso e metandlico) pmatizacdo dos ensaios

biologicos.

* Obtencéo dos extratos metandlico e aquiesdodina rhombifolia Hook.

et Arn.

Foi utitilizado 30g de pdé da biomassaetahresultante da moagem das
folhas secas d& rhombifoliaforam utilizados tanto para extracdo aquosa quanto
para metandlica e o volume final utilizado de ewirgmetanol P.A. ou agua
destilada) para ambas as extracoes foi de 900mL.

A extracdo aquosa foi realizada por de@oca temperatura de 70°C, por
3h. Acrescenta-se ao pd da biomassa vegetal 30@eanéxtrator. Depois de
realizada a filtragdo, um novo volume de 300 mLedtrator foi adicionado ao
residuo, num total de trés vezes. ApoOs o periodghde volume final de extrato
aquoso obtidoJRA) (aproximadamente 900 mL), foi congelado a —83&€Gap
posterior liofilizacdo (Figura 3).

A extracdo metandlica foi feita por maceracao miica, a temperatura de
40°C e uma duracédo total de aproximadamente 72raniacada periodo de
24h, o po vegetal de folhas secas moidas foi extredm 300 mL de extrator. A

cada 24h, o residuo foi decantado e, posteriorméhitado e um novo volume
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de 300 mL de extrator utilizado foi adicionado pamva maceracdo. Apds o
periodo de 72h, o volume total do extrato metandé(@RM) foi reunido e
concentrado primeiramente em aparelho evaporati&iorm e depois, o0 restante
de metanol, foi retirado através de bomba a véEiguga 3).

Também foi determinado o teor de umidade do pdfalhas secas dé.

rhombifoliautilizadas para extracao.

Folhas dedina rhombifoliaHook. et Arn

E&@ de p6= 30g
|
Decoccao KO destilada, 70° C, 3h Maceragaardica, 40°C, 24 h
Filtracdo a vacuo Filtracdo aué
3X 3X
JRA JRM

Figura 3: Esquema de preparacdo dos extratos agquii®d) (e metandlico
(JRM) daJodina rhombifolia
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6.2.2.2. Preparo dos Extratos da plant&€arapa guianensis Aubl.

O material utilizado no estudo foi 0 6leo essdrads sementes da planta
C. guianensis Os extratos obtidos deste 6leo foram preparadomecidos pelo

Laboratdrio de Oleoquimica do Departamento de Quair@rganica da UFPel.

* Preparo dos extratos da plaftaguianensis

Os extratos obtidos dos Oleos das sementta géanta foram preparados
segundo Ollis (1970) e fornecidos pelo Laboratéde Oleoquimica do
Departamento de Quimica Organica da UfPel

As sementebram moidas e submetidas a extracdo por macerpgaa@, dias,
em éter de petrdleo (Figura 4). Depois, foi real& filtracdo a vacuo do extrato
e este foi concentrado por destilacdo simples. Aggia etapa, o residuo foi
submetido a extracdo no Soxhlet com éter de petrpkra remover as gorduras
residuais. Para isto, cerca de 120g do residuanfmabmetidas a extracdes
sucessivas de 4h (5x) e os extratos foram conckgrpor destilagdo simples.
Desta forma, foi obtido o extrato de éter de petudCEP).

Algumas amostras retiradas dos extratosaxél& foram secas, pesadas e
submetidas a extracdo com solvente metanol salxeeflor 4h (5x). O solvente
foi concentrado no evaporador rotatorio a tempesenbiente. Por decantacéao,
foi obtido um precipitado que foi recuperado sdiraftdo a vacuo e, apos seco,
resultou em um pé levemente amarelado. O extradoltemte que teve um
aspecto oleoso escuro foi denominado de 6leo-reBste, apds um periodo de
cerca de 3 dias, formou uma pelicula que depoigreeipitou, formando uma

massa soélida compacta, resultando no extrato metarfGEM )(Figura 4).
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Sementes d€arapa guianensiéubl.

Maceracéao (48ds),
Filtracédo

Destilac&o slemp

v

Residuo
Soxhlet Extracéo sob refiu
(metanol)
Destilacao siegl Evaporador rotatorio
Decantacao
v v
Filtracao
CEP CEM

Figura 4: Esquema de preparacdo dos extratos de éteatibep CEP) e metanolicoCEM)
utilizado pelo Laboratério de Oleoquimica (DQO-URKR&as sementes dearapa guianensis.

6.2.2.3. Solubilizacdo dos extratos para o0s tests citotoxicidade

Os extratos obtidos foram dissolvidos em agua pa e dimetilsulfoxido
(DMSO) (Vetec) de acordo com a sua solubilidad@epois de esterilizados por
filtracdo, em filtro de membrana microbiolégico @@2um de diametro (TPP),
foram preparadas, cinco dilui¢des (2.0, 10.0, 6100,0 e 600.0pug/mL).

As concentracdes finais testadas em caddatke foram determinadas de
acordo com os resultados obtidos swoeeninginicial. A concentragéo final do

DMSO nas cavidades foi inferior a 1% (v/v) para m#erferir na viabilidade ou
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proliferacdo celular. As solucbes dos extratos &erse testados foram

conservadas a —20°C até o momento da sua utilizacéo

6.2.3. Técnica de Cultivo Celular

- Manutencao das linhagens celulares:

* Cultivo em suspenséo de HL-60 e Linfoma Daudi

Os requisitos para selecdo de uma linhagdntaceara teste em placas de
microcultivo séo: (a) adaptacdo a crescimento emo gimples de RPMI- 1640
mais 5% SBF e glutamina 2mM; (b) teste negativ@ paicoplasma e producao
de anticorpo de rato; (c) perfis de isoenzima €dtpo verificando a origem
humana das células; (d) tempo de duplicacdo daampss permita a coleta de
aproximadamente 3 x 1i0células, duas vezes em uma semana, e (e)
empregabilidade em ensaios de microcufflvo

As células da linhagem HL60 e Linfoma Daudiafor cultivadas em
suspensao, em meio de cultura RPMI-1640, supleni@mmam 20% de SBF, em
atmosfera de 5% de GQncubadora Teknal TE-399) a 37°C, com crescimento
exponencial de 5xf@ um tempo de duplicacdo de 12 a 14 horas, est®eada
nitrogénio liquido a -196°C. As células foram repias a cada 72h e, o
acompanhamento do crescimento celular foi feitada24 horas, utilizando-se
um microscépio 6ptico invertido (QuinfisDiadema, SP, Brasil).

Toda a manipulacdo das células ocorreu apela de fluxo laminar
(Gabinete de BIO-Seguranca Purifier36210-xx). Os subcultivos foram
realizados quando a densidade celular atingiu de&a&0% de confluéncia.

O numero de células foi calculado em fungaaempo de duplicacdo de
cada linhagem celular.

A partir de um crescimento exponencial adicinoculou-se em garrafas de
cultivo (25 ou 75 crf) poliestireno, TPP) o nimero de células necessfiraa

gue o cultivo estivesse em crescimento exponeanialois dias.
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O cultivo celular ou repique foi realizadmérme o seguinte protocolo:
1- Transfere-se para novos frascos, um volume dgpesisao celular de acordo
com o numero de células contadas por Hemocitonjetpth 0,100 mm);
2- Adiciona-se, aos volumes transferidos, meio W@ acrescido de 20% de
SBF e incuba-se em estufa de CO
3- Este processo foi realizado duas vezes, de acomaconfluéncia dos frascos

em cultivo.

e Cultivos em monocamada de NIH-3T3:

As ceélulas de linhagem NIH-3T3 (fibroblastosjescem aderidas em
monocamada, em cultivo com meio DMEM, suplementaata 10% de SBF, a
37°C em atmosfera de 5% de £@ manutencdo da linhagem foi realizada
mediante transferéncia do cultivo duas vezes porasa, sendo estocadas em
nitrogénio liquido a -196°C.

O numero de células foi calculado em funcédedapo de duplicacédo de cada
linhagem celular.

A partir de um crescimento exponencial injdiaoculou-se em garrafas de
cultivo (25 ou 75 crf) poliestireno, TPP) o nimero de células necessfraa
gue o cultivo estivesse em crescimento exponeanialois dias.

O cultivo celular ou repique foi realizado com@ o seguinte protocolo:
1- Aspira-se 0 meio de cultivo do frasco que cdrdtias células em crescimento
exponencial, adiciona-se 2 mL de PBS para lavagetélulas;
2- Elimina-se o PBS por aspiracdo, adiciona-se ldalsolucdo de Tripsina-
EDTA (tripsina 0,25% e EDTA 1mM). As células sédocebadas durante 6
minutos a temperatura ambiente e 1 minuto a 37°C;
3- Adiciona-se 5mL de meio de cultivo acrescido 16 de SBF para
neutralizar o efeito de enzima,
4- Os grumos celulares séo desagregados medig@@gem suave e realiza-se
a transferéncia para novos frascos de cultivo.

A densidade celular foi determinada em Hemocitémme
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6.2.4. Contagem Celular

Para manutencdo das linhagens celulares é&s#@te avaliar a viabilidade
celular e determinar o numero de células a serexuiadas, o que foi obtido
através do método da excluséo de células corattaazd de Trypan.

O protocolo de contagem foi feito da seguinte formameio de cultivo da
garrafa foi aspirado e, apés realizou-se a lavagemPBS e tripsinizacdo como
anteriormente citado. Procedeu-se a neutralizacdotrghsina com meio
suplementado com soro e o volume presente na gdaiatolocado em um tubo
Falcor, e centrifugado a 1000rpm, por 5 minutos. Apos descartado o
sobrenadante do Falcbne acrescentou-se 5 mL de meio RPMI-1640
suplementado com 10% de SBF sobre pellet, resstspdo-o. Em um
eppendorf foi colocado 20 dessa solucao e @0 de Corante Azul de Trypan a
0,4% que penetra a membrana de células mortasdmess) totalizando 40Q..
Foi colocado 2(L desta solucdo em um Hemacitémetro, chamado dea@ane
Neubauer, levado ao microscépio invertido (Qufni®iadema, SP, Brasil)
realizando-se a contagem da viabilidade celulaM@odo semi-quantitativo),
segundo Freshney (2005). Foram contados cinco autedr da Camata A

seguinte formula foi utilizada:

NC= NCV x 10

Onde: NC = Numero de células presentes na garraf
NCV = Média aritmética do numero d&lutas contadas em cinco
quadrantes;

1= Convers&o para 1 mL da suspens&o celular
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6.2.5.Avaliacéo atividade citotoxica:

Os testes de citotoxidade dos extratos vegetais, (JRM, CEP e CEM) em
diferentes concentracfes (2.0, 10.0, 60.0, 10@®00e0 pg/mL) foram testados
sobre as linhagens tumorais: Leucemia Mieloide Ag@dL-60) e Linfoma
Daudi, e sobre a linhagem n&o tumoral controleilb®lflastos (NIH-3T3). As
linhagens celulares foram cultivadas em placas daooulturas, e foram
incubadas nas cinco diferentes concentracfes dizgax por um periodo de 72
horas, em atmosfera com 5% de 037° C de temperatura. Para determinar o
crescimento ou a morte das células tratadas eratas, foi realizada leitura
das placas em espectrofotdmetro a 492 nm. Comsodtados obtidos a partir
das concentracOes testadas de cada extrato, Bmlagema curva dose-resposta,
através do software estatistico GraphPad Prism. 3-:66am realizados pelo
menos trés experimentos independentes, realizadaguadriplicada, conforme

demonstrado no esquema abaixo:

Placa TO -Controle de crescimento celular das linhagensdastao Tempo
Zero.
Placa TO: Meios de cultura (MC) + células: HL-6hfoma Daudi
e NIH-3T3, como demonstrado Figura 5
Placa Teste -Testes de citotoxidade dos extratos vegetais deredies
concentracOes sobre células HL-60, Linfoma Daubliite-3T3 (controle) apos
72 horas de incubacéo.
Placa Teste: Meios de cultura (MGJL-60 + extratos
Meios de cudtyMC) + Linfoma Daudi + extratos
Meios de cudtyMC) + NIH-3T3 + extratos
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» Testes de Citotoxidade celular em células HL-60, hfoma Daudi e
NIH-3T3

Os experimentos foram dispostos em placas de nuituoa com 96 cavidades
de acordo com o esquema representado pelas Figwak Cada linhagem foi
testada em placa individual, para evitar possiweistaminacdes durante a
manipulacdo das células. O esquema abaixo ilustiapmsicdo das placas nos
experimentos com a linhagem celular HL-60. O esguepresentado abaixo foi
0 mesmo utilizado também para as Linhagens de mafBaudi e Fibroblastos e

para os extratos da plar@arapa guianensis Aubl. (CEP e CEM).

Placa T, - HL-60

11 | 12

IOmMmoO W >

B T,=MC + SBF + células de HL60;
[] Branco = MC +SBF

FIGURA 5: Representacdo esquematica do teste da atividtatiexica em plac@empo Zero
To de ELISA® para células HL-60.
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Placa Teste Teste de citotoxidade com diferentes concentsaglie extrato
vegetal -Jodina rhombifolia (JRA) e (JRM) sobre células HL-60 Screening.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 112

JRA JRA
JRA JRA

JRA | JRA
JRA JRA

Brancos Linha A, B, G e H, Coluna 1-5 €M SBF+ [ | extratos JRA
Brancos Linha A, B, G e H, Coluna 6 = MGBF + solvente (}D)
Brancos Linha A, B, G e H, Coluna 7 = MGBF + solvente (DMSO)
Brancos Linha A, B, G e H, Coluna 8-1RIE+ SBF + [ | extratos JRM
« Diferentes concentragdes dos extratos testados

[ cControle para JRA - 19BMC + SBF + Células (HL-60) +}2 solvente
(DMSO)

B Controle para JRM - 188MC + SBF + Células (HL-60) +|2 solvente
(DMSO)

| Teste com linhagem tumoral: MC + SBF élulas (HL-60) + cinco
diferentes concentracdes do extratigX)

] Teste com linhagem tumoral: MC + SBF élulas (HL-60) + cinco
diferentes concentracdes do extrata /()

As colunas representam as diferentes concentragdesxtratos testados
(J. rhombifolia) e (C. guianensise as linhas serdo as repeticdes de cada
concentragao testada:

Coluna 1/8 = 2ug/mL

Coluna 2/9 = 1ug/mL

Coluna 3/10 = 6(ug/mL

Coluna 4/11= 10@ug/mL

Coluna 5/12 = 60@wg/mL

Figura 6: Representacao esquematica do teste da atividtatiexica em placde testes
ELISA® das diferentes concentracdes dos extrdadsia rhombifolia (JRA) e (JRM) e
Carapa guianensis (CEP) e (CEM) e controles sobre células HL-6@efeening.
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6.2.6. Ensaios colorimétricos

» Testes de avaliacdo da atividade citotdéxica dos extos nos cultivos

celulares

A citotoxidade em culturas de ceélulas € um ensaioial bastante
utilizado, cujos resultados apresentam limitacGesée podem ser de imediato
extrapolados para as condi¢des clinicas em sereanus. Este teste pode ser
desenvolvido através de uma variedade de metodaslogiornece resultados
rapidos e consistentes com atividade biologica étasiwezes diminuem a
necessidade de testes em animais de laboratéfis vantagens dos testes de
citotoxidade s&o o controle das condi¢cdes expetsi®no baixo custo, 0s
resultados rapidos e as questdes bioéticas. Asdasamntagens sao o fato do
ensaio ndo conseguir simular as condigfieavo e a dificuldade em extrapolar
os resultados obtidos.

Duas técnicas colorimétricas rotineiramente @tilezs para andalise do efeito de
farmacos no crescimento celular sdo o ensaio deoaultivo baseado na
reducdo metabdlica do sal tetrazolio [3-(4,5-dithatiol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio brometo] (MTT) a cristais de foaman, por aquelas células que
permaneceram viaveis depois da exposicdo e incabagén o liquido ou
material testado. A outra se refere ao coranteroieipa ligante Sulforodamina
B (SRB), cujo mecanismo baseia-se no conteudo pota€ico de ceélulas que
n&o foram mortas até o final do ens&i@ ligacdo da SRB é estequiométrica, e a
quantidade de corante extraido de células pigmastad diretamente
proporcional a massa total de proteina e, portaotwelacionada com o niamero
de célulad” *® Ambos os métodos apresentam o mesmo desempeahdojoas
mesmas condi¢cdes experimentais; contudo, o Ultpnesanta vantagens técnicas
no que diz respeito a sua aplicacdo em larga eseatalo adotado de forma
rotineira pelo NCI lational Cancer Institufeem avaliagcbes antitumorais

vitro®®.
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Dependendo da concentracdo do extrato testadosmial@oxicidade, as
células cultivadas poderdo ter seu metabolismoidimibefeito citostatico,
atividade antiproliferativa) ou mesmo morte celular

Neste estudo, os perfis de citotoxiddole extratos foram realizados pelo
método da Sulforodamina B (SRB). Os perfis compgletta dose-resposta
também permitirdo a determinacdo da concentrac&atoque reduz o
crescimento celular para 50% (g}

Depois da contagem, diluicdes das sisfj@ncelulares foram realizadas a
fim de se obter uma densidade de células aproppada inoculacdo de cada
linhagem celular dentro de cada cavidade das ptecasicrocultivo.

As linhagens celulares foram cultivadas masitade de 4 x £0(periodo
To), seguido por 72 horas de incubac&o com os difeserxtratoS.

Foram utilizadas, no minimo, duas placks microcultivo com 96
cavidades, para cada linhagem, por ensaio. Umgldass foi utilizada para
analise, uma vez corada, da densidade Optica (D@3spondente ao numero de
células de partida (). A placa chamada de tempo zero continha variagades
com replicas de suspenséao celular (200ul) e ré&plbocamtendo 200uL de meio
RPMI 1640 + 10% SBF que serviram de reativo brgrara os valores de, TA
outra placa foi utilizada para realizacdo dos testen 0s extratos.

Na placa para testes, as células foraltvadas em 198uL de meio de
cultivo RPMI 1640 com 10% de SBF, a 37°C e 100%imélade relativa do ar
em estufa de CQacrescida dos extratos das plantas.{?em teste.

As placas com as células foram expostagubh de cada uma das
concentragdes crescentes dos extratos por 72 hotamparadas a um grupo
controle, onde as células foram tratadas com m#ieseido de solvente (dgua
ou DMSO). Foram realizadas de trés a cinco répjeaa cada concentracédo do
extrato (T) e, cultivos controles paralelos quetiobiam células e o excipiente
do produto (agua ou DMSO). Também foram preparegj@cas das cavidades
sem células (brancos), que continham 198uL de oheioultivo e SBF e 2uL

das concentracdes do extrato.
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e Técnica com Sulforodamina B

ApOs a incubacéo do cultivo no tempo desejada paeste de citotoxidade, as
células foram fixadas mediante a adicdo de 50uécdo tricloroacético (TCA)
(50% para a linhagem que cresce aderida e a 80&@apdinhagens que crescem
em suspensao), aos 200uL de cultivo em cada cavi@adcentracdo final de
10% de TCA em cada cavidade) e incubadas em reddge a 4°C durante 1
hora. Em seguida, foi descartado o meio de cul(sabrenadante) de cada
cavidade e foram realizadas 5 lavagens com 200 dgde destilada deionizada
por cavidade. Depois disso, as placas foram sadasyperatura ambiente. Uma
vez secas as placas, foram coradas ou conservadgmdas a 4°C até o
momento da coloracéo.

O ensaio colorimétrico foi realizado mediantdacad de 100uL de uma
solucéo de Sulforodamina B 0,4% p/v (com acidoie@éi%) em cada cavidade
dos controles e testes. A placa mantida em repodusante 30 minutos a
temperatura ambiente e depois eliminada a solugadirada mediante cinco
lavagens com acido acético a 1%. O sobrenadanteada lavagem foi
eliminado mediante a inversao brusca das placasne, vez vazias, foram
deixadas secar em temperatura ambiente. ApOs otecfi@dado nas proteinas
celulares foi ressolubilizado com 100uL de solutgopao Tris Base 10 mM
(pH 10.0), sob agitacéo giratéria de um agitadompldeas (“Shaker”) numa
velocidade de 50rpm, a temperatura ambiente e wuram periodo de 5
minutos®>®  Foi feita a leitura da densidade Optica com dpare
espectrofotbmetro num comprimento de ondade 492 nm, considerando-se
vélidas aquelas que estiverem na margem de 1.8 antlades de densidade
optica® >
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6.2.7. Célculo dos parametros de Citotoxidade Cdar

Foram calculadas as médias dos testes, dos canéala placa tempo zero das

distintas réplicas realizadas em cada condicaorenestal. Desta forma foram

obtidos 3 valores para cada caso:

» Ty refere-se a densidade oOptica (DO) correspondentéimero de células em
cultivo a tempo zero;

o C refere-se a DO correspondente aos cultivos dentyae cresceram na
presenca de excipiente (dgua ou DMSO) na ausée@atrhato ou fracao;

* T refere-se a DO correspondente as cavidades quantltam as diferentes
concentragOes dos extratos testados.

Segundo Monks (1991), a medida da viabilidadebeevivéncia celular apds o
cultivo na presenca dos produtos a avaliar foi esga como %T/C[(DO de
células tratadas) / DO do controle celular) x 1Q@jlizando estas medidas, a
resposta celular foi calculada nos términos deimesicdo do crescimento,
auséncia do efeito do extrato, inibicdo do cresotme morte celular e
proliferacéo celul&r.

Se T= Ty, os resultados foram calculados segundo a segomeila:

%T/C = (TgJ / (C-Tg) x 100

Se T < T, significa que o produto causa morte celular gessiltados foram

calculados com a formula:

%T/C = (T / To x 100

Desta forma, foram originadas curvas dose/respusmta cada extrato e a partir

delas foram calculados 2 niveis de efeito:
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» Clsg, concentracdo do extrato inibitéria capaz de reda% o crescimento
celular nos cultivos controle durante o periodo ideubacdo com o
fitoterapico;

» CIT, concentracdo do extrato que causa uma inibigéed do crescimento
celular, quando a quantidade de proteina presenteavidade ao final do
tempo de incubacéo é igual a existente no tem@aligéo do produto;

Os resultados estéo representados grafitemelacionando a porcentagem
de crescimento da célula no eixo das ordenadas @oooncentracdo de
substancia utilizada no eixo das abscissas. O 18l@% € o controle das células
sem tratamento e o valor zero € o controle de alub inicio do experimento,
guando séo adicionadas as substancias testesighiessfe tabelas os resultados
inferiores a 100% de crescimento e superiores as86é6considerados como
inibicdo de crescimento (atividade citostatica).odaresultados abaixo de zero

significam que ocorreu morte celular (atividadeaa).

6.2.8.Analise Estatistica

Os resultados da analise de atividade citotoxabtidos através de leitura em
espectrofotbmetro, foram tabulados e analisados oosoftware estatistico

GraphPad Prism versao 5.00 para Windows. Com adtades obtidos a partir

das concentracdes testadas de cada extrato, l@adeava taxa de proliferacéo e
morte celular ao longo dos dias de teste e foidgerana curva dose-resposta.
Para analise estatistica dos resultados, usoumegrama SPSS13.0. O teste
utilizado foi a regressao linear para as difereatesentracdes para cada extrato.

Valores dgp<0.05 foram considerados estatisticamente sigtifics
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6.2.9. Fluxograma com o resumo do meétodo utilizadpara ensaio da

atividade antiproliferativa dos extratos testados

Inoculacdo das células nas placas
de 96 cavidades (TO e T)

Incubacédo 24 horas

Adicao do extrato Fixacdo acida (TCA) da
[5 concentracdes] placa placa controle - Tempo Zero
teste -T (TO)

Incubacéo 72 horas

Fixagéo acida

Coloracéo Leitura
(TCA) da placa |::> SRB |::> Densidade Optica |:>
Teste (T) Espectrofotdmetro
492nn

Curva
Dose - resposta
Clgsoe CIT
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6.3.Aspectos Eticos

Este estudo trata-se de um estudo experimentatlipiéo, fase 0, tendo sido

aprovado pela Comissao Interna de Biossegurant#@8al (CBIO), local onde

foi desenvolvido.

7. Resultados

7.1. Atividade inibitoria sobre a linhagem de Leucenia Miel6ide Aguda-
HL-60

A atividade citotdxica sobre a linhagem HL-60 coom@entracdes crescentes
do extrato aquos@RA) daJodina rhombifoliaHook et Arn. (2.0, 10.0, 60.0,
100.0 e 600.0 pg/mL) estd demonstrada na Tabelani as médias da
porcentagem de proliferacdo e morte celular daatiem avaliada, nas
diferentes concentracdes do extrato testadas, Epéoeao controle. Estes
resultados para a linhagem HL-60 estdo apresentalns forma de curva
dose-resposta, ilustrada na Figura 7. Como podelsservado, o extrato
apresentou atividade citotdxica, ocorrendo morteulae comparado ao
controle e GJ, =363,9 pug/mL e CIT=529,6 pg/mL. Houve significanci
estatistica em teste de regresséo linear (p<CcObjqrme Tabela 2).

A atividade inibitéria da proliferacdo sobre a kgem HL-60 com
concentragdes crescentes (2.0, 10.0, 60.0, 106@0® pg/mL) do extrato
metandlico JRM) daJodina rhombifoliaHook et Arn, pode ser observada
na Tabela 1 e a curva dose-resposta obtida conesadtados pode ser
demonstrada na Figura 8. O extrato apresentoudadiei citotdxica,
ocorrendo morte celular, comparado ao controlesg=2B,1 ug/mL e CIT=
424,6, ug/mL, houve significancia estatistica (p5Pdemonstrado na Tabela
2.
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Os resultados obtidos com concentracdes crescgh@sl0.0, 60.0, 100.0 e
600.0 pug/mL) do extrato de éter de petro{€&kP) da Carapa guianensis
Aulb. sobre a linhagem HL-60, pode ser observadoTahela 1 e a
representacdo como curva dose-resposta nha FiguaaBvidade citotoxica
demonstra a ocorréncia de inibicdo da proliferagg&ular (p<0.05),
comparado ao controle, poréem as@ CIT ndo foram obtidas com as
concentragOes testadas (provavelmente sejam srgsers 600 pg/mL),
necessitando a realizacdo de novos experimentoscomeentracfes mais
elevadas, o que pode ser demonstrado na Tabela 2.

Face os resultados obtidos da atividade citotogaizre a linhagem HL-60,
com concentracdes crescentes (2.0, 10.0, 60.00 1€®00.0 pug/mL) do
extrato metandlicdCEM) da Carapa guianensiulb. podemos observar
que o extrato apresentou atividade citotoxica, recmio morte celular, houve
significancia estatistica em teste de regressaarirfp<0.05) (Tabela 1 e
Figura 10), com valores parasgd 12,6 pg/mL e CIT=80,5 pg/mL, como

demonstrado na Tabela 2.

Tabela 1.Médias da porcentagem da proliferacdo e mortdazedia linhagem HL-60 mediante
exposicao de 72h aos extratos testados (JRA, JEM,60CEM), nas diferentes concentracoes e
seus respectivos desvios padrdes em relacdo aoleont

HL-60

JRA JRM CEP CEM

Extratos % proliferacdo € % proliferacéo € % proliferagdo | % proliferagéo e
morte celular morte celular celular morte celular

Concentracéo 1 106, 141 100, 557 103, 164 74, 612
[2 pg/mL] +6.04 + 32.09 +44.78 + 37.49
Concentracao 2 105, 461 60, 856 75, 684 51, 893
[10 pg/mL] +0.74 + 42.340 * 26.56 +31.43
Concentracéo 3 89, 295 47, 268 75, 839 16, 351
[60 pg/mL] +6.75 +59.01 +25.83 +21.14
Concentracéo 4 68, 011 5, 875 60, 325 -13, 961
[100 pg/mL] +4.77 +47.97 + 31.59 +16.34
Concentracéo 5 -25, 640 -3, 102 54, 004 -27, 985
[600 pg/mL] +0.43 + 37.99 + 57.56 +4.75
Controle T 109, 986 111, 061 107, 070 100, 297

+0.01 +0.92 +0.07 +0.29
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150-
v HL-60

100+

504

-50-

-100-

% de proliferacdo e morte celular

Logo[JRA, pg/mL]

Figura 7. Curva dose-resposta da atividade citotoxica d@exaquoso ddodina rhombifolia
(JRA), sobre a linhagem HL-60, nas cinco concentrac@stadas de, pelo menos trés
experimentos independentes, realizados em quachitgli demonstrando a média das
porcentagens de proliferacdo e morte celular acbtda cada concentragao.

150+

¢ HL-60
1004

a
e

% de proliferacdo e morte celular

Log o[JRM.pug/mL]

Figura 8. Curva dose-resposta da atividade citotdxica datex metandlico dalodina
rhombifolia (JRM), sobre a linhagem HL-60, nas cinco concentragésadas de, pelo menos
trés experimentos independentes, realizados emruplidta, demonstrando a média da
porcentagem de proliferacdo e morte celular ob&tagada concentracao.
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150-
®E HL-60

1001
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% de proliferacdo celular

-100-

Log1o[CEP.pg/mL]

Figura 9. Curva dose-resposta da atividade citotoxica doagxéter de petroleo daarapa
guianensis (CEP), sobre a linhagem HL-60, nas cinco concentragéstadas de, pelo menos
trés experimentos independentes, realizados emrupl@dta, demonstrando a média da
porcentagem de proliferacdo celular obtidas em cadeentracao.

150+
HL-60

1004

IO R e R EEE T PR R PR

% de proliferacdo e morte celular

Log1o[CEM.ug/mL]

Figura 10. Curva dose-resposta da atividade citotoxica dmwatx metandlico daCarapa
guianensis (CEM), sobre a linhagem HL-60, nas cinco concentragéstadas de, pelo menos
trés experimentos independentes, realizados emrupl@dta, demonstrando a média da
porcentagem de proliferagdo e morte celular obetasada concentracéo.
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Tabela 2.Resultados dos valores des{Cle CIT obtidos dos extratos diadina rhombifolia
(JRA e JRM) e Carapa guianensis (CEP e CEM)sobre a linhagem HL-60.

EXTRATOS LINHAGEM CELULAR- HL-60
Clso CIT”

JRA 363,9 ug/mL 529,6 ug/mL

JRM 28,1ug/mL 424,6 pg/mL

CEP ND ND

CEM 12,6 pg/mL 80,5 ug/mL

* Determinado pelo ensaio de SRB;valores de Cl (concentragdo que inibe 50% do crescimento c¢lel@iT (concentragdo que inibe 100% do
50
crescimento celular) determinado por regresséadinéar da concentragdo versus porcentagem de inibicadaobth cada experimento.

ND resultado ndo detectado nas concentragdes asstad

7.2. Comparacdo da atividade citotoxica de todos oextratos sobre a
linhagem HL-60

A Figura 10 demonstra comparativamente a atividdds diferentes
extratos testados sobre a linhagem estudada (HLeS@s resultados obtidos
apresentaram uma citotoxicidade diferenciada evdrextratos, demonstrando

uma maior atividade com os extratos metanoéliged e CEM).

HL-60
200- v JRA
150 ¢ JRM
= CEP
100-
A+ CEM

% de proliferacdo e morte celular
a
o
[

Log;o[JRA,JRM,CEP,CEM.pg/mL]

Figura 11. Atividade citotdxica dos extratos aquoso e mditem@aJodina rhombifolia (JRA
E JRM) e dos extratos de éter de petréleo e métandh Carapa guianensis (CEP e CEM)
sobre a linhagem HL-60.
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7.3. Atividade inibitdria sobre a linhagem LinfomaDaudi

A atividade citotoxica sobre a linhagem de Linfonidaudi com
concentracfes crescentes do extrato aqudRé\)( da Jodina rhombifolia
Hook et Arn. (2.0, 10.0, 60.0, 100.0 e 600.0 pg/mek)a demonstrada na
Tabela 3 com as médias da porcentagem de probiferaglular da linhagem
avaliada em relacdo ao controle, nas diferenteserracbes do extrato
testadas. Estes resultados estdo apresentados fewimaa de curva dose-
resposta, ilustrada na Figura 12. Como pode seereado, o extrato
apresentou atividade citotdxica, ocorrendo inibici&o proliferacdo celular,
comparado ao controle, com significAncia estatiséim teste de regressao
linear (p<0.05). Os valores encontrados parasgeCCIT foram 41,09 pug/mL
e 55,90 pg/mL, respectivamente (Tabela 4).

Com relacdo ao extrato metanolicdRM) da plantaJodina rhombifolia
Hook et Arn., nas diferentes concentracoes testgtd@s10.0, 60.0, 100.0 e
600.0 pg/mL), foi observado inibicdo da proliferacéelular e morte
celular,com significancia estatistica (p<0.05).aEstividade citotdéxica pode
ser verificada na Tabela 3 e a curva dose-respomti@espondente, esta
demonstrada na Figural3. Foram obtidos valoreslge=C49,31 ug/mL e
CIT= 262,92 pg/mL, conforme Tabela 4.

Os resultados obtidos com o extrato de éter dedlpetfCEP) da planta
Carapa guianensiAulb., nas diferentes concentragdes testadas (2.0, 10.0,
60.0, 100.0 e 600.0 pg/mL), sobre a linhagem ddobia Daudi, pode ser
observado na tabela 3. O extrato provocou inibd@groliferacdo e morte
celular, com Gy de53,18 pg/mL e CIT de 457,65 pg/mL, com significanci
estatistica (p<0.05) (Tabela 4). A curva dose-reispmbtida com estes
resultados esta representada na Figura 14.

A atividade inibitéria do extrato metandliccCEM) da plantaCarapa
guianensisAulb., sobre a linhagem testada, nas diferentasardracoes (2.0,
10.0, 60.0, 100.0 e 600.0pug/mL), apresentou indodd proliferacéo celular,
porém ndo apresentou morte celular, apesar diggeehsignificancia na

comparacdo com os controles (p<0.05), conforme [&abeA curva dose-
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resposta obtida, pode ser observada na Figurasi® ektrato apresentousgl
= 146,21 pg/mL e CIT nao foi obtida com as coneEites testadas,
provavelmente seja superior a maior concentractada (600 pg/mL),

conforme Tabela 4.

Tabela 3. Médias da porcentagem de proliferacdo e mortelaretla linhagem de Linfoma
Daudi, mediante exposi¢cdo de 72h aos extratodtes(@RA, JRM, CEP e CEM), nas cinco
diferentes concentragdes e seus respectivos dgmdodes em relagdo ao controle.

LINFOMA DAUDI
JRA JRM CEP CEM

Extratos % proliferacéo € % proliferacéo e % proliferacdo e % proliferacéo
morte celular morte celular morte celular celular
Concentracéo 1 158, 821 67,714 74, 826 87,711
[2 pg/mL] +39.14 +5.79 +14.43 +12.56
Concentracéo 2 94, 054 61, 105 56, 927 81, 593
[10 pg/mL] +22.88 +5.93 +9.13 +17.24
Concentracéo 3 -9,013 44,724 46, 688 67, 202
[60 pg/mL] +32.20 +11.63 +4.56 +13.80
Concentracéo 4 -14, 960 22,752 11, 857 56, 904
[100 pg/mL] + 28.26 +14.88 +7.93 +11.29
Concentracdo 5 -20, 192 -28, 767 -17, 006 23, 796
[600 pg/mL] + 38.26 +15.30 +1.77 +2.84
Controle T 136, 011 105, 281 100, 796 99, 616
+32.17 +5.70 +0.93 +0.60
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Figura 12. Curva dose-resposta da atividade citotoxica dtraex aquoso dalodina
rhombifolia (JRA), sobre a linhagem Linfoma Daudi, nas cinco comegdes testadas de, pelo
menos trés experimentos independentes, realizadoguadruplicata, demonstrando a média
das porcentagens de proliferagéo e morte celutatasbem cada concentragao.
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Figura 13. Curva dose-resposta da atividade citotoxica divagx metandlico dalodina
rhombifolia (JRM), sobre a linhagem Linfoma Daudi, nas cinco comegdes testadas de,
pelo menos trés experimentos independentes, réatizam quadruplicata, demonstrando a
média da porcentagem de proliferacdo e morte cadblidas em cada concentracéo.
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Figura 14. Curva dose-resposta da atividade citotoxica di@mt&xde éter de petréleo Garapa
guianensis (CEP), sobre a linhagem Linfoma Daudi, nas cinco conmeedes testadas de, pelo
menos trés experimentos independentes, realizanagiadruplicata, demonstrando a média da
porcentagem de proliferacéo celular e morte cehlitidas em cada concentragéo.
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Figura 15. Curva dose-resposta da atividade citotOxica dwa&x metanolico daCarapa
guianensis (CEM), sobre a linhagem Linfoma Daudi, nas cinco coneebes testadas de, pelo
menos trés experimentos independentes, realizadagiadruplicata, demonstrando a média da
porcentagem de proliferacéo celular obtidas em cadeentracéo.

Tabela 4.Resultados dos valores des{Cle CIT obtidos dos extratos didina rhombifolia
(JRA e JRM) e Carapa guianensis (CEP e CEM)sobre a linhagem Linfoma Daudi.

EXTRATOS LINHAGEM CELULAR - LINFOMA DAUDI
Clso CIT”

JRA 41,09 pg/mL 55,90 pg/mL

JRM 49,31 pg/mL 262,92 pg/mL

CEP 53,18 pug/mL 457,65 ng/mL

CEM 146,21 pg/mL ND

* Determinado pelo ensaio de SRB;valores de Cl (concentragdo que inibe 50% do crescimento c¢lel@iT (concentragdo que inibe 100% do
crescimento celular) determinado por regressadinéar da concentracéo versus porcentagem de inibicddaobth cada experimento.

ND resultado ndo detectado nas concentragdes asstad

7.4. Comparacdo da atividade citotoxica de todos oextratos sobre a
linhagem Linfoma Daudi.

A Figura 16 demonstra comparativamente a atividdds diferentes
extratos testados sobre a linhagem estudada demanDaudi, e os resultados
obtidos apresentaram uma citotoxicidade diferemciahtre o0s extratos,

demonstrando uma maior atividade com o0s extrato®msage metandlico da
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Jodina rhombifoliaet Arn. (JRA e JRM) e pelo extrato de éter de petrdleo da

plantaCarapa guianensigulb. (CEP).

LINFOMA DAUDI
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G% CEM
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Figura 16. Atividade citotdxica dos extratos aquoso e mdiem@a Jodina rhombifolia (JRA
E JRM) e dos extratos de éter de petréleo e metanGidtadapa guianensis (CEP e CEM)
sobre a linhagem Linfoma Daudi.

7.5. Atividade inibitoria sobre a linhagem Controlede Fibroblastos-NIH-
3T3
* Os resultados obtidos com os extratos aquoso endiieta da planta

Jodina rhombifoliaet Arn. (JRA e JRM) e pelo extrato de éter de
petréleo e metandlico da plar@arapa guianensigulb. (CEP e CEM),
nas diferentes concentra¢gbes testadas (2.0, 10.0, 400.0 e 600.0
png/mL) sobre a linhagem néo neoplasica e contmlEidroblastos-NIH-
3T3, pode ser demonstrado na Tabela 5, onde olmsesvas médias da
porcentagem de proliferacdo celular obtidas. Podeotmservar que o
extrato que obteve maior atividade citototéxicad@EM, que provocou
diminuicdo da proliferacéo celular com uma£l17,94 ug/mL (Tabela 6).
Entretanto esse efeito nao foi proporcional para&@wentracbes mais

elevadas, onde nao houve acréscimo do efeito desto, ndo havendo
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significancia estatistica (p>0.05). A atividadeotikica obtida esta
demonstrada na Figura 20, onde observamos quer aj@esasposta inicial
este extrato ndo obteve CIT e também néo ocorretercelular.

O extrato aquoso JRA) apresentou atividade citotdéxica, como
observamos na Tabela 5, em relagdo ao controlénpoéo atingiu Gj e
CIT (Tabela 6) e a concentragcdo que provocou meierto sobre as
células foi a menor delas (2 pg/mL). Com a exposigd demais
concentragcdes a linhagem celular apresentou mdeibo € permaneceu
estavel. Neste extrato os resultados ndo demamstraignificancia
estatistica entre as diferentes concentracbes QppQdsto pode ser
observada na Figura 17, onde a atividade citotéaiadiada ndo obteve
curva dose-resposta com o extrato.

O extrato de Eter de petroleGHEP) apresentou menor efeito sobre os
fibroblastos, comparado ao controle e ao extr@®M (Tabela 5).
Apresentou atividade citotoxica, porém nao atinGid,, CIT e morte
celular, mesmo com a concentracdo mais elevada(§0@nL) (p>0.05)
como podemos observar na Figura 19 e Tabela 6.

O extrato metandlico da planf@dina rhombifoliaet Arn. JRM) foi o
gue apresentou menor efeito sobre a linhagem debfdstos (Tabela 5),
nao obteve Gh e CIT e manteve a proliferacédo celular em torn&@ks,
em relagcdo ao controle inicial (p>0.05) (Tabelas 6). Esta atividade
pode ser observada na Figura 18.

Como podemos observar os extratos metandligtM(e CEM) tiveram
atividade citotoxica distinta sobre os fibroblagfbabela 5). Os resultados
entre os extratos das duas plantas demonstramsgjagt@tos da planta
Jodina rhombifoliaet Arn. JRA e JRM) nao obtiveram G} e CIT, assim
como o extrato etérico da plar@arapa guianensigwulb. (CEP). Apenas
o extratometandlico da plant€arapa guianensifiulb. (CEM) obteve
Clso, mas também néo obteve CIT, nas concentracoesiéss{Tabela 6 e

Figura 21). A diferenca entre as concentracdesdast para todos os
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extratos e concentracfes ndo demonstrou signifcéestatistica com
p>0.05.

Tabela 5.Médias da porcentagem da proliferacédo celulaimtt@diem controle de Fibroblastos-
NIH-3T3, mediante exposicdo de 72h aos extratdades JRA, JRM, CEP e CEM), nas
diferentes concentragdes e seus respectivos dgmdodes em relagdo ao controle.

NIH-3T3
JRA JRM CEP CEM
Extratos % proliferacdo | % proliferacdo | % proliferagdo | % proliferagéo
celular celular celular celular
Concentracéo 1 56, 798 61, 905 119, 279 55, 693
[2 pg/mL] +4.78 + 0.008 +0.00 +2.13
Concentracao 2 75, 342 64, 536 125, 995 46, 739
[10 pg/mL] +90.13 +0.001 +0.01 *2.62
Concentracéo 3 63, 474 59, 148 99, 005 43,793
[60 pg/mL] +0.31 + 0.008 +0.02 +0.68
Concentracéo 4 68, 754 59, 962 94, 651 41, 842
[100 pg/mL] *6.64 + 0.009 +0.04 +3.94
Concentracdo 5 74, 966 60, 150 62, 189 46, 739
[600 pug/mL] +3.19 + 0.009 +0.02 +2.46
Controle T 98, 158 100, 000 100, 000 99, 479
+1.84 +0.015 +0.00 +0.52
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Figura 17. Atividade citotoxica do extrato aquoso dedina rhombifolia (JRA), sobre a
linhagem controle de Fibroblastos- NIH-3T3, nascigoncentracdes testadas de, pelo menos
trés experimentos independentes, realizados emruplmdta, demonstrando a média das
porcentagens de proliferacdo celular obtidas era cadcentracéo.
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Figura 18. Atividade citotoxica do extrato metandlico #adina rhombifolia (JRM), sobre a
linhagem controle de Fibroblastos- NIH-3T3, naseigoncentracdes testadas de, pelo menos
trés experimentos independentes, realizados emruplidta, demonstrando a média da
porcentagem de proliferacéo celular, obtidas era cadcentracéo.
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Figura 19. Curva dose-resposta da atividade citotoxica d@exde éter de petréleo Garapa
guianensis (CEP), sobre a linhagem controle de Fibroblastos-NIH;3Ti&as cinco
concentracbes testadas de, pelo menos trés expe&sBnéndependentes, realizados em
quadruplicata, demonstrando a média da porcentageproliferagdo celular obtidas em cada
concentracao.
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Figura 20. Atividade citotéxica do extrato metandlico @Garapa guianensis (CEM), sobre a
linhagem controle de Fibroblastos—NIH-3T3, nas @inoncentracdes testadas de, pelo menos
trés experimentos independentes, realizados emruplidta, demonstrando a média da
porcentagem de proliferacdo celular obtidas em cadeentracéo.

Tabela 6.Resultados dos valores de, e CIT obtidos dos extratos dedina rhombifolia
(JRA e JRM) e Carapa guianensis (CEP e CEM)sobre a linhagem controle de Fibroblastos-
NIH-3T3.

EXTRATOS LINHAGEM CELULAR — FIBROBLASTOS - NIFBT3
Clso CIT”

JRA ND ND

JRM ND ND

CEP ND ND

CEM 7,94 pg/mL ND

* Determinado pelo ensaio de SRB;valores de Cl (concentragdo que inibe 50% do crescimento c¢lel@iT (concentragdo que inibe 100% do
crescimento celular) determinado por regressadinéar da concentracéo versus porcentagem de inibicddeobth cada experimento.

ND resultado ndo detectado nas concentragdes asstad

7.6. Comparacdo da atividade citotoxica de todos oextratos sobre a

linhagem controle de Fibroblastos-NIH-3T3.

A Figura 20 demonstra comparativamente a atividdake diferentes extratos
testados sobre a linhagem estudada NIH-3T3, e asltados obtidos
apresentaram uma citotoxicidade semelhante entextostos, com diminui¢céo

da proliferacéo celular, porém sem provocar maztelar.
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Figura 21. Atividade citotdxica dos extratos aquoso e mdiem@a Jodina rhombifolia (JRA
E JRM) e dos extratos de éter de petrdleo e metandlidtadapa guianensis (CEP e CEM)
sobre a linhagem controle de Fibroblastos-NIH-3T3.

8. DISCUSSAO

Atualmente a biologia do céncer tem sido muito ¢estla e uma das
principais linhas de pesquisas nesta area é o \d@sanento de novos
quimioterapicos.

Partindo do principio que plantas e drogas derwattaplantas tém uma
impressionante variedade de estruturas e func®&s,ckaro que podem ser a
fonte de novas drogas para o tratamento do capoes, atualmente, mais de
60% delas sdo derivadas de fontes nafifrat$?

A resisténcia adquirida ou inata a inducdo de muetas células tumorais
frente aos tratamentos antitumorais convencior@istitui o principal obstaculo
no tratamento de pacientes com cancer, especi@nm@st casos de neoplasias
hematologicas onde, ao contrario do que ocorre ¢omores solidos, o
tratamento cirdrgico mostra-se pouco viavel, fapeadm que a quimioterapia
ainda seja a principal conduta terapéutica de leaCol

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) € uma doenca madigtha medula

O0ssea, onde mieloblastos expandem-se, acumulamssgranem a atividade
hematopoética normal
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Apesar de todos os progressos no campo da oncadlegia e da
obtencado de indices de remisséo pos-inducédo atimgis 80%, a taxa de cura
em LMA permanece em torno de 28%

A maioria dos pacientes recai dentro de um perémd2 a 18 meses. E
bem provavel que vérios fatores estejam implicattpdalha terapéutica e no
baixo percentual de cura da LMA, entre estes arfadpeterogeneidade da
doenca, o envolvimento de muitos rearranjos crodmE®s, a resisténcia a
antraciclinas e a citarabina, o pico de acometimena vida adulta,
principalmente em individuos coRerformace Statug comprometidos antes do
diagnéstico e as contagens de leucdcitos acim®@@mni s&o os principais
responsaveis pela remisséo nédo sustefitdda

As células HL-60 - obtidas de Leucemia Mieldide Agu- podem se
diferenciar espontaneamente e esta diferenciacd@le er estimulada por
butirato, hipoxantina, dimetilsulféxido, actinoriei D e &cido retin6i¢d Essas
células apresentam atividade fagocitica, sdo resmm a estimulacdo
quimiotatica, expressam o oncogemeyc® e sdo muito utilizadas em
experimentos que envolvem a morte celular prografhaBstas caracteristicas,
associadas ao fato de serem células de facil magédén vitro e de terem
crescimento em suspensao, ndo aderente, tornaimbésigem um 6timo modelo
biologico para o entendimento dos mecanismos amdoxi a atividade
antitumoral.

O linfoma de Burkitt (LB) tem origem numa célularisada do centro
germinativo que perde a regulacdo da proliferagéovetude da ativacdo do
proto-oncogenec-myé e superexpressdo da proteina C-MYC. A perda da
regulacdo dessa proteina resulta na ativacdo essdjr de pelo menos nove
genes regulados por ela, entre os quais ciclina @2¥, o gene da enzima
lactatodesidrogenase A, p19ARF, p53, Bax, Fas digaste entre outrdd *"°

A resisténcia a apoptose é uma causa important@itaa quimioterapia
na maioria dos canceres e também no LB. Uma impuiertaa que se encontra
alterada no LB é a via mediada pela proteina pS8akia € importante para o
controle da proliferacéo celular em resposta ao d@nDNA. Dados da literatura
mostram uma correlacdo entre mutacbes do gene FEPB3 alta taxa de
proliferacdo do LB (tempo de duplicacdo celular2dehoras) como possiveis
responsaveis pela resisténcia ao trataniénto

A linhagem Daudi, derivada de um paciente com L gsentando uma
mutacaononsenseao codon 213) apresentou maior resisténcia aoigterpico
Doxorrubicina, quando comparado a outras linhaggmd B, com mutacoes
missensanos codons 234 (Raji), 248 (Namalwa) e 254 (Ramnlssd pode ser
devido & natureza da mutacéo do gERB3nessas linhagefis
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A alteracdo de outras vias relacionadas a apogtwsénhagens do LB
sugere que, além da via mediada pela p53, outramanienos podem estar
envolvidog® Esta informac&o aumenta o valor da utilizacatirdegens do LB
como ferramenta de identificacdo na selecdo de snowaléculas e drogas
indutoras de apoptoSe

Devido ao complexo sistema de inter-relacdo e onendos de sinais e
vias na ceélula, existem muitas dificuldades embedt@er farmacos que atuem
em um unico alvo celular, promovendo seu efeitap@uatico. Muitas vezes o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aa&@sn (ou multidrug
resistance— MDR) é o principal obstaculo para o sucesso atainento das
neoplasia¥.

O isolamento dos principios ativos dos produtosuragéd ainda brutos
surge como alternativa para minimizar os riscostfaducéo de novos produtos
na industria farmacéutica, e com isso encurtareagptds de pesquisa, 0 que
conseqlientemente aumenta o grau de especializmaerido para estas

Diversos fatores podem interferir na obtencdo deatos provenientes de
plantas e na sua posterior utilizacdo como fontaa&s drogas. Esse processo
requer inimeros cuidados, como perfeita identificaga planta e sua aplicacéo
na fitoterapia; colheita da planta em local e époda&cados; armazenamento da
planta em boas condi¢des; uso da dose indicada gaianta em questao;
conhecidrgento pleno da doenca e disposicdo de sedratamento pelo periodo
indicadd”.

Plantas ricas em 0leos essenciais devem ser celpala manha, ocasido
em gue ocorre uma maior concentracdo destes comjesngd a tarde o teor de
Oleos vai reduzindo-se devido a evaporacdo ocatdonzelo aumento da
temperatura. Plantas cujo principio ativo mais irgrde € alcaléides devem ser
colhidas pela manh&, enquanto as ricas em glicosie final da tarde, quando a
sua concentracéo é mais Alta

A época da colheita também pode interferir no msadinal. Conforme
Franco (1996) e Korbes (1995), a concentracdo mheipios ativos atinge os
valores mais elevados por ocasido da floracdoddguiovavelmente ao maximo
acumulo de massa seca na planta’®

O processo de secagem pode causar perdas de daalaanaterial, além
de afetar negativamente o valor terapéutico dasgdaPorém em outros casos
sabe-se que o0 processo de secagem pode melhoradleo fitoterdpico das
plantas, pois durante a secagem alguns produtésosdpodem ser oxidados,
reduzindo sua toxicidade

Na secagem, também ha aumento da concentracdcetdemohados

componentes, devido a perda de agua. O teor de dmuaaterial entra em
equilibrio higroscopico com o teor de agua do amtbiede secagem. Para
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sementes, folhas e flores a umidade relativa dieaecagem deve estar abaixo
de 65%. Por outro lado, quando a umidade relatiR) (do ar estiver igual ou
superior a 70%, o material pode reabsorver a ureidadaf®.

A identificacdo de substancias ativas presenteglaadas, bem como a
determinacdo do mecanismo de acao, constitui aipahdesafio para a quimica
farmacéutica e para a farmacologia, pois as espe@eigetais contem inUmeros
constituintes que nos extratos podem ter efeitodrgicos contribuindo com a
mesma atividade ou ainda efeitos antagonics

Com o avanco das pesquisas de antibidticos e onam@mento das
técnicas de cultura de tecidos e de microorganisrfaram desenvolvidos
modelos experimentaisin vitro, tornando possivel a avaliacdo da
quimiossensibilidade de microorganismos, célulasnacs e tumorais. Porém, os
ensaiosn vitro ainda apresentavam, no inicio da década de 7@svgroblemas
técnicos; tais como: crescimento celular em cultimadequado ou ausente
(apenas 66% dos espécimes celulares se desenvaiviaino), contaminacdes
frequentes, auséncia de padronizacdo do tempo pesiedo as drogas, da
concentracao utilizada e dificuldade na quantificagos resultadds

A transformacéo celular envolve mudangas num gracmigunto de
propriedades, podendo causar alteracdes nas ibesragglula-célula, célula-
substrato e célula-meio, induzindo a mudancas mgpodamento e padrao de
crescimento em cultura, dificultando o esclarecitmatos mecanismos de acao
de substancias avaliadas>®:

Como a transformacao celuliar vitro apresenta relacdes com o0 processo
de carcinogénesa vivo e pode ser induzida por diferentes agentes elasiton
grandemente estudada como um processo analogo senvoé/imento
neoplasican vivo'.

O grafico concentracdo-resposta € uma das formae aonelhor se
visualiza a atividade antiproliferativa das amastiestadas. Com esse tipo de
grafico é possivel verificar se o extrato ou frag@mliado possui efeito
citostatico (acima do ponto zero e abaixo de 50&citocida (abaixo do ponto
zero).

A triagem inicial da atividade inibitoria da pra@icédo celular da
linhagem neoplasica HL-60 foi realizada com osatas metandlicoJRM) e
aquoso JRA) das folhas frescas e secas da pldotina rhombifoliaHook. et
Arn., e 0 extrato metandlicocCEM) e etérico CEP) (éter de petrdleo) das
sementes da plan@arapa guianensigubl.

Essas plantas foram selecionadas para os ensaloserm utilizadas

pelos grupos de pesquisa envolvidos e ja havemagevidéncia cientifica do
seu efeito inibitorio em cultura.
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No ensaio de atividade antiproliferativavitro sobre a linhagem HL-60,
0S quatro extratos apresentaram atividade inikbitori

Os extratos que apresentaram maior atividadeesadmhagem HL-60
foram os metanodlicos de ambas as planid&d e CEM). Apresentando G4
com valores entre a segunda e terceira concenfrat@stadas. Ambos
apresentaram CIT e morte celular.

O extrato metandlico d&€arapa guianensiCEM) foi 0 que obteve
maior atividade, tanto de inibicdo de proliferacatular efeito conseguido desde
a exposicdo a menor concentracdo do extrato (&olde 25%) e mantido com as
demais, como de morte celular. Este extrato ob@ye= 12,6 ug /mL, 0 menor
valor entre os extratos testados.

Este efeito pode ser devido a presenca no extratarmlico daCarapa
guianensis(CEM) de triterpenos. Substancia presente em variosatest e
descrita na literatura como responsavel pela agedantiproliferativa sobre
linhagens tumorais, como cancer de ovério, pulm@ama, melanoma e
leucemia®.

A maior atividade dos extratos metandlicos podelseido ao método de
obtencdo dos mesmos, que possa ter conseguidésattavsolvente metandlico
uma maior extracao do principio ativo.

O fracionamento dos extratos brutos da plaladdina rhombifolia por
infravermelho e cromatografia gasosa, permitiuentificacdo de metil ésteres
dos acidos graxos — éster do acido miristico, akteacido estearico, éster do
acido oléico, éster do &cido linoleico e éster ciddlinolénicd®, podendo estes
serem responsaveis pela melhor atividade dededesda extrato.

O extrato aquosoJRA) da Jodina rhombifolia apresentou atividade
antiproliferativa e morte celular, porem foi nedess a exposicdo a maior
concentracao do extrato testado (600 pg /mL) paier @feito sobre a linhagem
HL-60.

O extratoCEP n&o apresentou morte celular e os valores dgeCCIT
nao foram determinados, sendo provavelmente suparimaior concentracao
testada. Este extrato necessita ser testado cocertdoacoes mais elevadas para
buscar a determinacdo da;g3# CIT, sobre a linhagem HL-60.

Vérios estudos estdo sendo realizados objetivandelbor entendimento sobre

0S mecanismos envolvidos no efeito antiprolife@igvmorte celular das células
neoplasicas hematoldgicas.
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A morte celular induzida pelo manganés em células6®l apresenta
caracteristicas tipicas de apoptose como perda adengal de membrana
mitocondrial, exposicdo de fosfatidilserina, atétage caspase-3/7, clivagem de
substratos de caspases, clivagem internucleossdendNA, e mudanca da
morfologia celular. Na linhagem HL-60, o tratamemimm manganés parece
induzir autofagia como uma tentativa de salvaraaéa mort&’.

Em outro estudo avaliando a acéo citotoxica daflabma sobre as
células HL60, foi observado a dependéncia da dtivata via extrinseca de
inducdo de apoptose, resultado dos aumentos nass&w de Fas e FaslL, da
sintese de ceramida e amplificacdo da atividadenaguinaria intracelular de
morte, através do recrutamento mitocondrial. O ggeo € acompanhado por
alteracdo da atividade de MAPKSs, inibicdo de mdisumediadoras de
sobrevivéncia e proliferacdo celular, alteracdo diveis de fosfoproteinas e
reducdo na atividade de metaloproteindses

Células HL60 tratadas com fisetin (flavondide degem vegetal)
apresentaram aumento na expressao da subunidaddod@for de transcricéo
NF«kB, ativacdo das MAPKs p38 e JNK, aumento nos nideifosfoproteinas e
inibicdo de enzimas envolvidas na manutencéo dalesedo¥’.

A fracdo cloroférmio ddpomoeapes-capraefoi citotoxica para células
leucémicas, modulando negativamente a super-edaesda proteina
antiapoptotica bcl2 e sugerindo apoptose como cegsm de morte envolvido. O
extrato metanolico e as fracbes diclorometano, mexa acetato de etila de
Vernonia scorpioidesparecem modular negativamente a super-expressao da
proteina antiapoptética bcl2 e sugerindo apopt@seoco processo de morte
envolvido®.

Véarias plantas e seus extratos tém sido testados g@aaliacdo da
atividade citotoxica sobre a linhagem HL-60, comalcaldide piplartina obtido
das espécies deiper, demonstrou atividade citotoxica frente a linhagdin
60”%. Preparacdes etandlicas \decaria tomentosatendo maior citotoxicidade a
preparacdo com predominancia de alcaléides pteiogaal isomitrafilind®. O
extrato aquoso d®ldenlandia diffusgambém apresentou atividade citotoxicida
sobre a linhagem HL-88 Da mesma forma, os extratos etandlico, cloroféomi
e hexanico dé&/arthemia iphionoidesplanta utilizada popularmente no Jordéo,
demonstraram citotoxicidade dependente da dose sssas células, sendo que
este potencial terapéutico foi atribuido a presetecavonéide¥.

Recentemente, extratos preparadoOdmpanax horriduse de Pinus
densiflora exibiram efeitos inibidores da proliferacdo de E&HuHL-6G>
Assim como extratos etanélicos dactuca indical.. exercem efeito apoptotico
especifico sobre células HL-60, ndo afetando aesol@ncia de linfocitos
normais isolados do sangue perifético
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A fracdo acetato de etila do extrato da erva mediahineseSarcandra
glabra mostrou maior sensibilidade sobre a proliferacdaélalas HL-60, com
detencao do ciclo celular e com a regulacao daeipes pré-apoptoticas Bax e
Bcl-2°. De forma semelhante, o extrato dos rizomas Riediola rosea
amplamente utilizada na medicina popular da Riessia China, com inducéo de
apoptose e necroSe Este mesmo efeito foi observado para o extrato de
Selaginella tamariscinacom ativacéo da via das caspa¥es

Extratos metandlicos déatropha elliptica Physalis angulata Tephrosia
cinerea,trés plantas medicinais brasileiras caracteristica€eara, expressaram
suas propriedades citotoxicas sobre células HE60

O efeito antiproliferativo pode variar entre linkeag devido a diferencas
no tempo de duplicacéo celular, qguando comparapmrsexemplo, as leucemias
que apresentam um curto tempo de duplicacdo codpaaaalguns tumores
sélidos que apresentam duplicacdo mais t€nta

A atividade inibitéria da proliferacdo celular demhagem neoplasica
Linfoma Daudi realizada com os extratos metandliétiM) e aquosoJRA) das
folhas frescas e secas da plaitaina rhombifoliaHook. et Arn., e o extrato
metandlico CEM) e etérico CEP) das sementes da plar@arapa guianensis
Aubl., demonstrou resultado diferente dos testalizemios com a Linhagem HL-
60.

No Linfoma Daudi o0s extratos que obtiveram maioreitef
antiproliferativo foram os da plantdodina rhombifolia(JRA e JRM), com
inibicdo da proliferacéo (G4 e CIT) e morte celular e o extrato etérico da talan
Carapa guianensigubl. (CEP).

O extrato aquosalRA) foi o que apresentou um efeito mais intenso com
obtencdo de (G e CIT) com valores de 41,09 ug /mL e 55,90 pug /mL,
respectivamente, ou seja, entre a segunda e temicentracdo testada o que
também pode ser observado em relacdo a morte ceidado o extrato que
proporcionou morte celular com o menor valor, coraga aos demais.

Os extratos JRM) e (CEP) apresentaram atividade antiproliferativa
bastante semelhantes. Apresentandgddm valores bastante proximos de 49,31
ng /mL e 53,18 pg /mL, respectivamente. Apresentdemto Ci, CIT e morte
celular com as mesmas concentracfes. Embora a daseresposta obtida
tenha um comportamento distinto entre os extratolre a linhagem Linfoma
Daudi.

O extrato metan6lico)GEM) apesar de obtido €] ndo obteve CIT e nao
provocou morte celular nas concentracdes testanla® @ linhagem Linfoma
Daudi. Efeito este inverso ao que ocorreu sobrenaagem HL-60, onde este
extrato provocou o melhor resultado.
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Segundo BEIRA, 2000 o extrato aquos&®A) nao apresentou atividade
proliferativa sobre as linhagens tumorais de admmowma de pancreas (Bx-
PC3 e PANC), adenocarcinoma de colon (HT-29) em ceumacdes
semelhantes, ndo sendo possivel determinag. @Entretanto este extrato
apresentou atividade antiproliferativa sobre adgém MCF-7 (adenocarcinoma
de mama humano) obtendosg& 30 pg /mL*. Os resultados obtidos em nosso
estudo sugerem certa seletividade deste para Bnlsagematoldgicas.

Em avaliacdo da atividade antineopladc@xtrato metandlico (CEM) da
Carapa guianensieom concentracdes semelhansebre células de carcinoma
de boca (KB) foi obtida G§ (58,741g/mL) e CIT (65,0lug/mL), o que né&o foi
observado como extrato etérico (CEP)

As neoplasias hematologicas avaliadas apesprovocarem manifestaces
semelhantes e apresentarem cultivo em suspensdoergétades bastante
distintas, apresentam fisiopatogenia diferente IGige e linféide), justificando
comportamento diferente em relacéo aos extrattadies

Resultado de estudo com extratos preparados dapragtipais variedades
de oliva Qlea europaeal.) que predominam na Tunisia, assim como o de
Scutellaria baicalensjsutilizada na medicina popular chinesa demonstfeito
antiproliferativo semelhante sobre as linhagen$onia Daudi e HL-63%41%

Em estudo realizado com extratos das plaktasatanthus lancifolius
Casearia sylvestris SwRauvolfia sellowiie Bauhinia microstachya, sobre o
comportamento das linhagens celulares hematolégicasanas HL-60, K-562,
Daudi e REH, independente de sua origem linfoiden@lidide, demonstrou que
0s extratos hidroetanolicos preparados dessasaplanercenefeitos citostaticos
significativos em doses de até 100 mg/mL e queatst@ade foiparticular para
cada extrato e dependente da linhagem celularag={d

A atividade inibitéria da proliferacdoldar da linhagem controle n&o
neoplasica de Fibroblastos- NIH-3T3, realizada ocshrmesmos extratos testados
nas linhagens neoplasicas (HL-60 e Linfoma Daudi)y demonstrou inibicéo,
sugerindo seletividade dos extratos testados miaggdens hematopoiéticas.

O efeito obtido sobre os fibroblastos foi bastasgenelhante entre os quatro
extratos testados, onde néo ocorreu morte celuateminacdo de CIT. Porém
0 extrato metanolico)QEM) da plantaCarapa guianensigwubl. foi o Unico que
obteve Cdp, sendo que este efeito ndo se manteve com o0 aninu=H
concentragoes.

Avaliando os resultados obtidos podemos observar apu fibroblastos
sofrem uma acéo inicial guando expostos aos egtratas essa ndo se mantém
com o0 aumento das concentracdes. Este efeito podstar relacionado a
interferéncia dos extratos na adesao dos fibraidasiplaca de cultivo e também
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a velocidade menor de multiplicacdo celular dosmass tendo em vista ser
linhagem n&o neoplasica, cuja duplicacdo ocorréoeno de trés dias.

O extrato que apresentou menor atividade sobribabfastos foi CCEP,
gue mesmo com a maior concentracao testada, mantmlia de proliferacdo em
torno de 60%, sem sofrer acao antiproliferativeiahi

Os extratosJRA e CEM apresentaram uma atividade citotoxica
semelhante, com acao inicial com diminuicdo daifpralcdo em relacdo ao
controle, porem sem aumento da atividade com o aionu&as concentragoes.

Os fibroblastos como linhagem de controle tem uipepanportante na
avaliacdo dos efeitos citotoxicos dos extratosiastas, pois a atividade dos
mesmos € importante ndo apenas nas linhagens sieaglamas também em
linhagens celulares ndo tumorais, objetivando atifileacdo de substancias com
seletividade celular. Isto em relacdo ao tratamedfittico € de importancia
fundamental, tendo em vista que a maioria dosn@tdos utilizados atualmente
contra o cancer provoca muitos efeitos colaterais.

Esses resultados demonstram que 0s extratos st plantagodina
rhombifolia Hook. et Arn.e Carapa guianensisAubl. tiveram efeito anti-
proliferativo em células neoplasicas de origem liepwéticas e esta atividade
nao foi evidenciada na linhagem controle de fitmetds, confirmando nossa
hipétese inicial. Sendo aconselhado expandir egEmguisas, buscando a
identificac&o de principios ativos, com intuitosgeobter medicacéo que venha a
ter utilizacao clinica.
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ARTIGO

Avaliacaoin vitro da atividade antiproliferativa de extratos das platas
Jodina rhombifolia Hook.et Arn. e Carapa guianensis Aubl. sobre células HL-
60, Linfoma Daudi e Fibroblastos NIH-3T3

Resumo

Introducédo - A incidéncia de cancer aumenta anualmente, sends das
principais causas de mortalidade em todo o munégsehta por cento dos
quimioterapicos séo derivados de fontes naturais.

Objetivo - O presente trabalho objetivou avaliar a ativedadtiproliferativa de
extratos obtidos a partir de folhas dadina rhombifolia Hook. et Arn.
(metandlico e aquoso) e de semente€dm@pa guianensi®ubl. (metandlico e
eterico).

Métodos - A atividade dos extratos foi avaliada por ensairimétrico com
Sulforodamina B (SRB) sobre as linhagens celuldwesorais humanas de
Leucemia Mieldide Aguda (HL-60), Linfoma Daudi &érbblastos embrionarios
murinos (NIH-3T3), como células controle. As linkag celulares foram
cultivadas em placas de microculturas, e foram bhadas com cinco
concentragOes diferentes dos extratos (2.0, 10.0, €00.0 e 600.QAg/mL) por
um periodo de 72 horas. Para determinar o efeiipraliferativo foi realizada
leitura das placas em espectrofotometro. Com agdtagl®s obtidos a partir das
concentracOes testadas de cada extrato, foi gen@@acurva dose-resposta e
determinadas a gJe CIT. Para analise estatistica dos resultadosi-ses 0 teste
de regresséao linear para as diferentes concensray@ores dgp<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Resultados —O extrato metandlico d@arapa guianensi$oi o que apresentou
maior atividade antiproliferativa sobre a linhagein60, com C§,=12,6 pug/mL

e CIT=80,5 pg/mL (p<0.05). Sobre a linhagem Linfobewudi o0 extrato aquoso
da Jodina rhombifolia apresentou melhor efeito, coms&41,09 pg/mL e
CIT=55,90 pg/mL (p<0.05). N&do houve inibicdo estatamente significativa
nos controles (p>0.05).

Discussao-Esses resultados demonstram que os extratos shiig® plantas
Jodina rhombifoliaHook. et Arn e Carapa guianensiAubl tém efeito anti-
proliferativo em células neoplasicas de origem hepwéticas, sendo
aconselhado expandir essas pesquisas, buscandd@biaco que venha a ter
utilizacéo clinica.

Palavras ChavesLeucemia; linfoma; fitoterapia; cultura de céhila
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In vitro anti-proliferative activity of extracts from Jodina rhombifolia HooK
& Arn. and Carapa guianensis Aubl. on HL-60 cells, Daudi lymphoma and
NIH-3T3 fibroblasts

Abstract

Introduction- The incidence of cancer increases annually andnsidered one
of the main causes of mortality worldwide. Sixty-gent of chemotherapics were
obtained from natural sourcefbjective - this study aimed to assess the
antiproliferative activity of extracts from leavet Jodina rhombifoliaHook. Et
Arn. (methanolic and watery) and seed<afapa guianensig&ubl. (methanolic
and etheric).Methods - The extract activity was assed by sulforhodanthe
colorimetric assay (SRB) on human tumor cell lioésacute myeloid leukemia
(HL-60), Daudi Lymphoma and mouse embryonic fibesité (NIH-3T3), as
control cells. The cell lines were grown using raarlture plates and were
incubated with five different extract concentraso(2.0, 10.0, 60.0, 100.0 e
600.0ug/mL) for 72 hours. The anti-proliferative effecasvdetermined by the
use of a microplateeaderspectrophotometer. With the obtained results a-dose
response curve was generated and thgdf@id ICT values were determined. For
statistical analysis the was used with linear rego:n for different
concentrations. The p<0.05 values were considetatsttcally significant.
Results —The methanolic extract fronCarapa guianensipresented the highest
anti-proliferative activity on HL-60 line, with I§g = 12.6 pg/mL and ICT = 80.5
png/mL (p<0.05). On Daudi Lymphoma line, the aqueeuxsract of Jodina
rhombifolia presented the best effect:s€+ 41.09 pg/mL and ICT = 55.90 pg
/mL (p<0.05). No statistically significant inhith was found in control cells
(p>0.05). Discussion- The results showed that the extracts obtained fiioen
plantsJodina rhombifoliaHook. et Arn. andCarapa guianensig&ubl. have anti-
proliferative effect on neoplastic cells of hema@pic origin. Further studies are
necessary to obtain new drugs for clinical use.

Keywords: Leukemia; lymphoma; phytotherapy; cell culture
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1. Introducao

O céancer configura-se como um grande problemadéespublica e sua
incidéncia aumenta anualmente, sendo uma das gaisaausas de mortalidade
em todo o mundo, sendo superado apenas pelas doeagdiovasculares,
infeccOes e doencas parasitarias, responsaveiggsmectivamente, 30 e 19%
das mortes

Dentre as neoplasias, as hematoldgicas constitwengrupo bastante
distinto, n&o apenas pelas manifestacdes clinm@smente muito severas, mas,
também, pelo seu tratamento agressivo e grandei-mortalidade. Destacamos
as leucemias, que sdo decorrentes do desequiitirie as taxas de proliferacao,
maturacdo e apoptose das ceélulas hematopoiéticasinoente associadas a
polimorfismos génicos e os linfomas que sdo os tamdematologicos mais
comuns e estdo entre as dez neoplasias mais itesdem mundo

Existe uma necessidade constante de descobrirsnevmais efetivos
farmacos para 0 seu tratamentd importancia das plantas medicinais esta na
sua contribuicdo como fonte natural de farmacosjddea diversidade de
constituintes quimicos presentes na sua compdsicéo

A avaliacdo da atividade de extratosragzdes de plantas medicinais
podera levar a identificacdo e ao isolamento dasi@ubstancias com potencial
aplicacdo na terapéutica humana contra o canceBraSil, por possuir uma
riqgueza inestimavel, representada pela biodivedsidie sua flora, aparece como
um importante centro na busca de novos farmacos/ades de plantas
medicinaig.

O presente trabalho objetivou avaliamtaridade antiproliferativa de
extratos obtidos a partir de folhas dadina rhombifolia Hook. et Arn.
(metandlico e aquoso) e de semente€dm@pa guianensi®ubl. (metandlico e
etérico).

A Jodina rhombifoliaHook.et Arn. € uma espécie da famfantalacea
largamente empregada na medicina caseira paréam#ato de Ulceras cronicas,
carcinomas, problemas estomacais, resfriados aateccdes”’. E uma planta
nativa do Sul do Brasil, localizada principalmente Mata de Pinhais de Santa
Catarina e na depressao central do Rio Grande Hontas também pode ser
encontrada no Paraguai, Bolivia, Argentina e Urugua

ACarapa guianensi&ubl. € uma espécie da famihéeliaceae nativa da
regido Amazodnica , que se localiza no Brasil ngppadBacia da Amazobnia e
regido do norte do Para até o sul da Bahia, alémalgiemas localidades da
América Central, Antilhas e Africa Tropical. Estianqta apresenta uma larga
aplicacdo na medicina popular, dentre as quaisestach sua acao analgésica,
antiinflamatoria, antiartritica, antitumoral, lacida e antimicrobiarfa® & 1% 1 12
N&do ha informacdes sobre seus usos em linhagenslas®as de origem
hematologica.
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2. Materias e Métodos

2.1. Extratos

Preparo dos Extratos da plantaJodina rhombifolia Hook. et Arn. Foram
pesados 30g de material vegetal seco e moido ifmbaddo a amostra 600 ml de
agua deionizada em ebulicdo, e a mistura maceddagtacdo magnética por
uma hora. A mistura resultante foi filtrada a vacesultando no extrato aquoso
(JRA). A parte solida, retida no filtro, foram adiciales 300 ml de éalcool
metilico destilado, o sistema foi mantido sob agitamagnética por 8 horas. Ao
final do periodo a mistura foi filtrada. Ao finaasl trés extragcdes sucessivas, 0S
extratos foram homogeneizados e identificados dartiato MetandlicoJRM).
Preparo dos Extratos da plantaCarapa guianensis Aubl.

Sementes moidas da planta permaneceram por das @tn éter de petroleo
para a extracdo. Apos o extrato foi filtrado e itk obtendo-se o 6leo das
sementes. O residuo foi submetido novamente acéxtnao Soxhlet com éter de
petrdleo, para remoc¢ao de gorduras residuais. Dasta, obteve-se o extrato de
éter de petroleoQEP). Algumas foram submetidas a extragdo com solvente
metanol resultando no extrato metanoliC&M) .

Os extratos obtidos foram dissolvidos em agua e e dimetilsulfoxido
(DMSO) (Vetec) de acordo com a sua solubiliddd@epois de esterilizados por
filtracdo foram preparadas cinco dilui¢cdes (2.00160.0, 100.0 e 600.0 pg/mL).
As concentracdes finais testadas em cada cavidaa® ideterminadas de acordo
com os resultados obtidos escreeningnicial.

2.2. Linhagens Celulares e Cultivo Celular

As linhagens celulares utilizadas na triagem deidade antiproliferativa das
plantas em teste foram: linhagem HL-60 derivada ldecemia aguda
promielocitica (LPA) e a linhagem de Linfoma Dawtiginada de Linfoma
Burkitt. Como linhagem controle foi utilizada aHesgem murina ndo neoplasica
de fibroblastos-NIH-3T3. Todas as linhagens cefidaforam adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro/RJ/Brasil (BCRJ)

As linhagens neoplasicas proliferam em suspensafaseo de cultivo (25 cm
Nunc®), mantidas em estufa de cultura (Incubadora TekhBI399) a
temperatura de 37°C, em meio de cultura RPMI 1@3i0q0°), suplementado
com 20% de Soro Bovino Fetal (SBF; Cultitate antibiéticos (100 kU/L de
penicilina e 100 mg/L de estreptomicina; Si§ina

A linhagem NIH-3T3 prolifera em monocamada adeédauperficie do frasco de
cultivo (25 cnf, Nunc®), mantida em estufa de cultura (Incubadora TeKiEal

80



399) a temperatura de 37°C, em meio de cultivo DMBibcd®), suplementado
com SBF a 10% (Cultildh e antibidticos (100 kU/L de penicilina e 100 mgi
estreptomicina; Signfa).

Todas as linhagens celulares foram adquiridas alwc® de Células do Rio de
Janeiro/RJ/Brasil (BCRJ).

2.3. Avaliacao atividade antiproliferativa

Foram inoculados 100 pL de células em meio RPMbEE) /SFB (Cultilal?),

na densidade de inoculacdo de 4 x‘ckélulas/mL, em placas de 96
compartimentos (Bio-TeK), que a seguir foram ind#asapor 24 horas a 37°C
em atmosfera de 5% de CO2 e 100% de umidade. Agses meriodo foram

adicionados 100 pL dos extratos a serem testadogjosrealizada neste
momento, a fixacdo da placa TO. As demais placasrifoncubadas por 72 horas
e utilizadas para realizacdo dos testes com asedibs concentracdes dos
extratos e controlé$

Foram utilizadas, no minimo, duas placas deauidtivo com 96 cavidades
(Bio-TeK), para cada linhagem, por ensaio. Foraalizadas de trés a cinco
réplicas para cada concentracdo do extrato (T)n&rales em pelo menos trés
experimentos independentes. Apos este periodo foealizadas as leituras da
densidade Optica por ensaio colorimétrico realizagmliante adicdo de 100uL
de uma solugéo de Sulforodamina B (SRB; Sign@ed% p/v (com &cido acético
1%; Synth) em cada cavidade dos testes e controles.

Com os resultados obtidos a partir das conagies testadas de cada extrato,
foi gerada uma curva dose-resposta, através dwaseftestatistico GraphPad
Prism 5.00 e determinadas a concentracdo do @xiraitoria capaz de reduzir
50% do crescimento celular @)l e concentracdo do extrato que causa uma
inibicdo total do crescimento celular (CIT). Paaaalise estatistica dos
resultados, usou-se o programa SPSS13.0, comdestegressao linear para as
diferentes concentracbes dos extratos. Valorep<@®e05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. Resultados

3.1. Atividade inibitéria sobre a linhagem HL-60:

A tabela 1 mostra os dados obtidos com a linhad#lm60, nas cinco
concentracOes testadas, as curvas dose-resposiasobfio demonstradas na
figura 1.

Com o extrato JRA observa-se atividade citotoxmegrrendo morte celular
comparada ao controle e s¢£1=363,9 pg/mL e CIT=529,6 pg/mL. Houve
significancia estatistica em teste de regress&arli(p<0.05).

O extrato JRM, obteve €l =28,1 pg/mL e CIT= 424,6, pg/mL, houve
significancia estatistica (p<0.05).
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O extrato CEP apresentou atividade citotoxica carbigdo da proliferacéo
celular (p<0.05), comparado ao controle, porém ayft@sentou G§ e CIT nas
concentragcOes testadas, necessitando a realizac&ovids experimentos com
concentracdes mais elevadas.

Com o extrato CEM podemos observar que o mesmosapa atividade
citotoxica, ocorrendo morte celular, houve sigadificia estatistica em teste de
regressdo linear (p<0.05) e apresentou valores Qdgg 12,6 pg/mL e
CIT=80,5 pg/mL.

A tabela 4 demonstra os valores degy,€ICIT.

Tabela 1.Médias da porcentagem da proliferagdo e mortdazeda linhagem HL-60 mediante
exposicao de 72h aos extratos testados (JRA, JEM,60CEM), nas diferentes concentracoes e
seus respectivos desvios padrdes em relacdo aoleont

HL-60

JRA JRM CEP CEM

Extratos % proliferacdo € % proliferacdo € % proliferacdo | % proliferacéo €
morte celular morte celular celular morte celular

Concentracao 1 106, 141 100, 557 103, 164 74,612
[2 pg/mL] +6.04 + 32.09 +44.78 + 37.49
Concentracéo 2 105, 461 60, 856 75, 684 51, 893
[10 pg/mL] +0.74 + 42.340 + 26.56 +31.43
Concentracdo 3 89, 295 47, 268 75, 839 16, 351
[60 pg/mL] £6.75 +59.01 + 25.83 +21.14
Concentracao 4 68, 011 5, 875 60, 325 - 13,961
[100 pg/mL] +4.77 + 47.97 + 31.59 +16.34
Concentracdo 5 -25, 640 -3, 102 54, 004 -27, 985
[600 pg/mL] +0.43 +37.99 + 57.56 +4.75
Controle T 109, 986 111, 061 107, 070 100, 297

+0.01 +0.92 +0.07 +0.29
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Figura 1. Atividade citotoxica dos extratos, aquoso e mateo, daJodina rhombifolia (JRA
E JRM) e dos extratos de éter de petréleo e maétamhCarapa guianensis (CEP e CEM)
sobre a linhagem HL-60.

3.2. Atividade inibitéria sobre a linhagem LinfomaDaudi

A tabela 2 mostra os achados obtidos com essagkmmanas diferentes
concentracOes testadas, e as curvas dose-respdsta ger observadas na figura
2.

O extrato JRA como pode ser observado apresentwidaate citotoxica,
ocorrendo inibicdo da proliferacdo celular, comgaraao controle, com
significancia estatistica em teste de regressdeadinp<0.05). Os valores
encontrados para a d4le CIT foram 41,09 pg/mL e 55,90 pg/mL,
respectivamente.

Com o extrato JRM foi observado inibicdo da prodéit&o celular e morte
celular, com significancia estatistica (p<0.05taEstividade citotéxica pode ser
verificada na Tabela 2 e a curva dose-respostasfndente, esta demonstrada
na Figura 2. Foram obtidos valores de,Gt 49,31 pug/mL e CIT= 262,92
png/mL.

O extrato CEP provocou inibicdo da proliferacao @tencelular, com G} de
53,18 ug/mL e CIT de 457,65 pug/mL, com significanestatistica (p<0.05).

Com o extrato CEM houve inibicdo da proliferacaduleg, porém nao
apresentou morte celular, apesar disso houve signdia estatistica na
comparacdo com controles (p<0.05). Este extratesaptou Gl = 146,21
png/mL e CIT n&o foi obtida nas concentracdes tastad

A tabela 4 demonstra os valores degy,€ICIT.
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Tabela 2. Médias da porcentagem de proliferacdo e mortelazetla linhagem de Linfoma
Daudi, mediante exposi¢ao de 72h aos extratogtess@RA, JRM, CEP e CEM), nas cinco
diferentes concentracfes e seus respectivos dgmdo8es em relacdo ao controle.

LINFOMA DAUDI

JRA JRM CEP CEM
Extratos % proliferacdo e % proliferacéo e % proliferagédo € % proliferacédo
morte celular morte celular morte celular celular
Concentracéo 1 158, 821 67,714 74, 826 87,711
[2 pg/mL] +39.14 +5.79 +14.43 +12.56
Concentragéo 2 94, 054 61, 105 56, 927 81, 593
[10 pg/mL] +22.88 +5.93 +9.13 +17.24
Concentracéo 3 -9,013 44,724 46, 688 67, 202
[60 pg/mL] +32.20 +11.63 +4.56 +13.80
Concentracéo 4 -14, 960 22,752 11, 857 56, 904
[100 pg/mL] + 28.26 +14.88 +7.93 +11.29
Concentracdo 5 -20, 192 -5, 960 -33, 007 23, 796
[600 pug/mL] + 38.26 + 24.46 +16.54 +2.84
Controle T 136, 011 105, 281 100, 796 99, 616
+32.17 +5.70 +0.93 +0.60
LINFOMA DAUDI
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Figura 2. Atividade citotoxica dos extratos, aquoso e méteo, daJodina rhombifolia (JRA
E JRM) e dos extratos de éter de petroleo e metandéctadapa guianensis (CEP e CEM)

sobre a linhagem Linfoma Daudi
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3.3. Atividade inibitéria sobre a linhagem Fibroblastos-NIH-3T3 (controle)

Os resultados obtidos com o ensaio colorimétrice eldratos em teste sobre a
linhagem NIH-3T3, estdo demonstrados na tabelagfegura 3.

Os extratos JRA, JRM e CEP apresentaram atividatpraliferativa, porém,
nao obtiveram Gh e CIT. Estes resultados podem ser observadodeia té

O extrato CEM foi 0 que provocou maior atividad®tdixica com diminuicdo da
proliferacdo celular e G&= 7,94 ug/mL, com a menor concentracédo testada.
Entretanto este efeito ndo foi mantido com as aunagedes mais elevadas, onde
nao houve acréscimo do efeito.

Os resultados obtidos dos testes dos extratos sobrdagem NIH-3T3, ndo
apresentaram significancia estatistica (p>0.08ngbém ndo produziram curva
dose-resposta.

Tabela 3.Médias da porcentagem da proliferacédo celulaimtt@d¢iem controle de Fibroblastos-
NIH-3T3, mediante exposicdo de 72h aos extratdades JRA, JRM, CEP e CEM), nas

diferentes concentragdes e seus respectivos dgmdodes em relagdo ao controle.

NIH-3T3
JRA JRM CEP CEM

Extratos % proliferacdo | % proliferacdo | % proliferacdo | % proliferacéo

celular celular celular celular
Concentracao 1 56, 798 61, 905 119, 279 55, 693
[2 pg/mL] +4.78 +0.008 +0.00 +2.13
Concentracéo 2 75, 342 64, 536 125, 995 46, 739
[10 pg/mL] +9.13 +0.001 +0.01 +2.62
Concentracdo 3 63, 474 59, 148 99, 005 43, 793
[60 pg/mL] +0.31 +0.008 +0.02 +0.68
Concentracao 4 68, 754 59, 962 94, 651 41, 842
[100 pg/mL] +6.64 + 0.009 +0.04 +3.94
Concentracdo 5 74, 966 60, 150 62, 189 46, 739
[600 pg/mL] +3.19 + 0.009 +0.02 +2.46
Controle T 98, 158 100, 000 100, 000 99, 479

+1.84 +0.015 +0.00 +0.52
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Figura 3. Atividade citotoxica dos extratos aquoso e mdiamd@a Jodina rhombifolia (JRA
E JRM) e dos extratos de éter de petroleo e metandlidtadapa guianensis (CEP e CEM)

sobre a linhagem controle de Fibroblastos-NIH-3T3.

Tabela 4.Resultados dos valores des{Ce CIT obtidos dos extratos didina rhombifolia
(JRA e JRM) e Carapa guianensis (CEP e CEM) sobre a linhagem HL-60, Linfoma Daudi e

fibroblastos-NIH-3T3.

EXTRATO HL-60 LINFOMA DAUDI NIH-3T3
Clsy CIT” Clsy CIT” Clsy CIT”
JRA 363,%ug/mL | 529,6pg/mL | 41,09ug/mL | 55,90ug/mL ND ND
JRM 28,1ug/mL 424,6pg/mL | 49,31pg/mL | 262,92ug/mL ND ND
CEP ND ND 53,1&g/mL | 457,65ug/mL ND ND
CEM 12,6pg/mL 80,5ug/mL 146,2%Lg/mL ND 7, 94ug/mL ND

* Determinado pelo ensaio de SRB;valores de Cl (concentragdo que inibe 50% do crescimento c¢lal@T (concentracédo que inibe 100% do

crescimento celular) determinado por regressadinéar da concentragao versus porcentagem de inibicadeobth cada experimento.

ND resultado ndo detectado nas concentragdes asstad
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Discussao

A biologia do cancer tem sido muito estudada. Dsodarivadas de
plantas tém uma impressionante variedade de estsutufuncdes, podendo ser a
fonte de novas drogas para o tratamento do castealmente, mais de 60% dos
quimioterapicos s&o derivados de fontes nattrrais’

Especialmente nos casos de neoplasias hematoldgicas ao contrario
do que ocorre com tumores sélidos, o0 tratament@rgito mostra-se pouco
viavel, a quimioterapia tem papel fundamental resso terapéuti¢d

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) apesar de atingidices de remissao
pos-inducdo de 80%, permanece com taxa de curaoem tle 20%, sendo
importante obter novas terapéutitas

As células HL-60 - obtidas de Leucemia Mielbide s&o 6timo modelo
biolégico para o entendimento dos mecanismos asdoEi a atividade
antileucémica.

O linfoma de Burkitt (LB) tem origem numa célularisada do centro
germinativo que perde a regulacdo da proliferagéovetude da ativacdo do
proto-oncogene-my¢é e superexpressdo da proteina C-MY&?2 A linhagem
Daudi, a qual foi obtida do LB, serve como modalwitro para estudo do LB.

As plantasJodina rhombifoliaHook. et Arn e Carapa guianensifubl
foram selecionadas para 0s ensaios, por serenzadtls pelos grupos de
pesquisa envolvidos e ja haver alguma evidénciatifimm do seu efeito
inibitério em cultura de célul4s®

Nos nossos resultados os extratos que apresentaaam atividade sobre
a linhagem HL-60 foram os metandlicos de ambasla#®gs JRM e CEM).
Esses apresentaramsgtom valores entre a segunda e terceira concergaco
testadas. Ambos apresentaram CIT e morte celular.

O extrato metandlico d&€arapa guianensiCEM) foi o que obteve
maior atividade, tanto de inibicdo quanto de maedular, efeito conseguido
desde a exposicdo a menor concentracdo do exmdicdo de 25%) e mantido
com as demais. Este extrato obteve, €112,6 g /mL, o menor valor entre os
extratos testados.

Este efeito pode ser devido a presenca no extratarmlico daCarapa
guianensis(CEM) de triterpenos. Substancia presente em variosatest e
descrita na literatura como responsavel pela ailedantiproliferativa sobre
linhagens tumorais, como cancer de ovério, pulm@ama, melanoma e
leucemia$’.

A maior atividade dos extratos metandlicos podelseido ao método de
obtencdo dos mesmos, que possa ter conseguidésattavsolvente metandlico
uma maior extragao de um principio ativo.

O fracionamento dos extratos brutos da plaladina rhombifolia por
infravermelho e cromatografia gasosa, permitiuentificacdo de metil ésteres
dos acidos graxos — éster do &cido miristico, é@kteacido estearico, éster do
acido oléico, éster do &cido linoleico e éster dddlinolénicé?, podendo estes
serem responsaveis pela melhor atividade deted&sta extrato.

O extrato aquosoJRA) da Jodina rhombifolia apresentou atividade
antiproliferativa e morte celular, porem foi nedess a exposicdo a maior
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concentracao do extrato testada (600 pg /mL) pater @feito sobre a linhagem
HL-60.

O extratoCEP nédo apresentou morte celular com a linhagem He-68
valores de Ghe CIT ndo foram determinados, sendo, se houverrisope a
maior concentracao testada.

Em outro estudo avaliando a acdo citotoxica daflabma sobre as
células HL60, foi observado a dependéncia da ditvata via extrinseca de
inducdo de apoptose, resultado dos aumentos nass&w de Fas e FaslL, da
sintese de ceramida e amplificacdo da atividadenaguinaria intracelular de
morte, através do recrutamento mitocondrial. O ggsc € acompanhado por
alteracdo da atividade de MAPKSs, inibicdo de mdesumediadoras de
sobrevivéncia e proliferacdo celular, alteracdo diveis de fosfoproteinas e
reducéo na atividade de metaloprotein&ses

Células HL60 tratadas com fisetin (flavonoide degem vegetal)
apresentaram aumento na expressao da subunidaddod@for de transcricéo
NF«kB, ativacdo das MAPKs p38 e JNK, aumento nos nigdeifosfoproteinas e
inibicdo de enzimas envolvidas na manutencdo éalesedoX’.

De forma semelhante, ja foi demonstrenlsicdo da linhagem HL-60
com as plantapomoeapes-capraeVernonia scorpioides, PipeOldenlandia
diffusa e preparacbes etandlicas ddncaria tomentosa tendo maior
citotoxicidade a preparacdo com predominancia del@tles pteropodina e
isomitrafilina®® 2+ %% 2

No Linfoma Daudi o0s extratos que obtiveram maiefeito
antiproliferativo foram os da plantdodina rhombifolia(JRA e JRM), com
inibicdo da proliferacédo (GJ e CIT) e morte celular e o extrato etérico da talan
Carapa guianensigwubl. (CEP).

O extrato aquosalRA) foi o que apresentou um efeito mais intenso com
obtencdo de (G e CIT) com valores de 41,09 ug /mL e 55,90 pug /mL,
respectivamente, ou seja, entre a segunda e temicentracdo testada o que
também pode ser observado em relacdo a morte ceidado o extrato que
proporcionou morte celular com o menor valor, coraga aos demais.

Segundo BEIRA, 2000 o extrato aquos&®A) ndo apresentou atividade
antiproliferativa sobre as linhagens tumorais denadarcinoma de pancreas
(Bx-PC3 e PANC), adenocarcinoma de célon (HT-29) eamcentracdes
semelhantes, ndo sendo possivel determinag. @Entretanto este extrato
apresentou atividade antiproliferativa sobre adgém de adenocarcinoma de
mama humano- MCF-7 obtendosgi 30 pg /mL% Os resultados obtidos em
nosso estudo sugerem certa seletividade destdimfaagens hematologicas.

Os extratos JRM) e (CEP) apresentaram atividade antiproliferativa
bastante semelhantes. Apresentandgddm valores bastante proximos de 49,31
ug /mL e 53,18 pg /mL, respectivamente. Apresentdeato Ciy, CIT e morte
celular com as mesmas concentragdes.

O extrato metan6licoAGEM) apesar de obtido €] ndo obteve CIT e nao
provocou morte celular nas concentracdes testanla® @ linhagem Linfoma
Daudi. Efeito este inverso ao que ocorreu sobrenaagem HL-60, onde este
extrato provocou o melhor resultado.
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As neoplasias hematologicas avaliadas apesar devoganem
manifestacdes semelhantes e apresentarem cultiveuspensdo sdo entidades
bastante distintas, apresentam fisiopatogenia atiifer justificando
comportamento diferente em relacéo aos extrattadies

A atividade inibitoria da proliferacdo celular dahagem controle nao
neoplasica de Fibroblastos- NIH-3T3, realizada ocshrmesmos extratos testados
nas linhagens neoplasicas (HL-60 e Linfoma Daudi)y demonstrou inibicéo,
sugerindo seletividade dos extratos testados miaggdens hematopoiéticas.

O efeito obtido sobre os fibroblastos foi bastasgenelhante entre os
quatro extratos testados, onde néo ocorreu mo&ace determinacdo de CIT.
Porém o extrato metandlicEM) da plantaCarapa guianensiAubl. foi o
anico que obteve &J sendo que este efeito ndo se manteve com 0 anihast
concentracdes, e ndo houve significancia estatistic

Os fibroblastos como linhagem de controle tem uipepanportante na
avaliacdo dos efeitos citotoxicos dos extratosiagas, pois a atividade dos
mesmos é importante ndo apenas nas linhagens sieaglamas também em
linhagens celulares ndo tumorais, objetivando atifiieacdo de substancias com
seletividade celular. Isto em relacdo ao tratamenitwco € de importancia
fundamental, tendo em vista que a maioria dosn@tdos utilizados atualmente
contra o cancer provoca muitos efeitos colaterais.

Nossos resultados demonstram que os extratososhtas plantadodina
rhombifoliaHook. et Arn eCarapa guianensigubl tém efeito anti-proliferativo
em células neoplasicas de origem hematopoiétieaslosaconselhado expandir
essas pesquisas, com fracionamento e purificacgiondsmos, com objetivo de
se obter farmaco que venha a ter utilizacao clinica
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