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RESUMO

Cancer é conceituado como um complexo processo que leva ao crescimento desordenado das células
para formar um tumor, que em alguns casos, invade os tecidos adjacentes e se propaga por processo de
metastase. Pela alta incidéncia nos Gltimos tempos, hd uma constante procura por terapias mais
eficientes. Os compostos da pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU) séo classificados como
dibenzo[b, floxepinas de ocorréncia natural e foram isoladas a partir de Bauhinia acuruana. O presente
trabalho investigou a acéo citotoxica destes compostos em diferentes modelos celulares. Os compostos
da pacharina e bauhiniastatina-1 foram testados contra diferentes tipos de linhagens de células
cancerigenas (MCF-7, HL-60, HCT-116, HT-29, HepG2), e ndo cancerigenas (L929, MRCS5), através
do ensaio de reducdo do MTT ap6s 72 h de incubagdo. Os compostos PAC e BAU foram mais seletivos
nas células tumorais da HL-60 e MCF-7. As células com maior sensibilidade foram escolhidas para
estudo do mecanismo de acdo. Células MCF-7 e HL-60 foram incubadas por 24 e 48 h com 0s compostos
da pacharina e bauhiniastatina-1 (10, 20 ¢ 40 uM). A analise do ciclo celular, marca¢ao para anexina
V/iodeto de propidio foram determinadas por citometria de fluxo. Os niveis das proteinas
antiapoptoéticas Mcl-1 e Bcl-xL foram detectados pelo ensaio western blotting. A pacharina e
bauhiniastatina-1 apresentou valores de 1Cso apds 72 h para as ceélulas HL-60 (12,5 e 10,6 uM),
respectivamente e em MCF-7 valores de 1Cs0 (20 ¢ 21,83 uM), respectivamente. A quantidade de células
viaveis, tratadas com 0s compostos nas concentragdes de 20 uM (nas células da MCF-7) reduziu (36,2%
e 48,23%) para PAC e BAU, apds 24 horas, e (49,64% e 70,93%) para PAC e BAU, apds 48 horas. A
concentragdo de 10 uM (nas células da HL-60) reduziu (25,17% e 32,21) para PAC e BAU, ap6s 24
horas, e (60,84% e 49,87%) para PAC e BAU, ap0s 48 horas. Observou-se condensacdo da cromatina e
aumento da presenca de células nas fases mitéticas ap6s o tratamento com PAC e BAU em HL-60 e
MCEF-7 tratadas na concetragdo de 10 pM, 20 uM e 40 uM. Os compostos PAC e BAU induziram
apoptose na MCF-7 ap6s 48 horas de tratamento na concentragdo de 40 uM. Os compostos PAC e BAU
também foram capazes de reduzir os niveis de proteinas anti-apoptéticas nas células MCF-7 apés 24 e
48 h nas concentracdes de 20 uM e 40 uM para as proteinas da Mcl-1, e na concentracdo de 40 UM na
Bcl-xL, ap6s 48 h. Diante dos resultados apresentados as moléculas pacharina e bauhinistatina-1
induziram apoptose em células MCF-7 com reducdo da expressao de proteinas anti-apoptoticas Mcl-1 e

mais tardiamente Bcl-xL.

Palavras-chave: Familia Bcl-2. Antineoplasica. Morte celular. Pacharina. Bauhiniastatina-1. Bauhinia

acuruana. Mcl-1.



ABSTRACT

Cancer is conceptualized as a complex process that leads to the disordered growth of cells to form a
tumor, which in some cases invades adjacent tissues and spreads through the process of metastasis. Due
to the high incidence in recent times, there is a constant search for more efficient therapies. The
compounds of pacharine (PAC) and bauhiniastatin-1 (BAU) are classified as naturally occurring
dibenz[b, floxepins and have been isolated from Bauhinia acuruana. The present work investigated the
cytotoxic action of these compounds in different cell models. The compounds of pacharin and
bauhiniastatin-1 isolated from the species Bauhinia acuruana were tested against different types of
cancer cell lines (MCF-7, HL-60, HCT-116, HT-29, HepG2), and non-cancerous (L929, MRC5),
through the MTT reduction test after 72 h of incubation. The compounds PAC and BAU were more
selective in HL-60 and MCF-7 tumor cells. The cells with the greatest sensitivity were chosen to study
the mechanism of action. MCF-7 and HL-60 cells were incubated for 24 and 48 h with the compounds
of pacharin and bauhiniastatin-1 (10, 20 and 40 uM). Cell cycle analysis, annexin V / propidium iodide
labeling were determined by flow cytometry. The levels of the anti-apoptotic proteins Mcl-1 and Bcl-
xL were detected by the western blotting assay. Pacharin and bauhiniastatin-1 showed I1Cso values after
72 h for HL-60 cells (12.5 and 10.6 uM), respectively and ICso values for MCF-7 (20 and 21.83 uM),
respectively. The number of viable cells, treated with the compounds in concentrations of 20 uM (in
MCEF-7 cells) decreased (36.2% and 48.23%) for PAC and BAU, after 24 hours, and (49.64% and
70.93%) for PAC and BAU, after 48 hours. The concentration of 10 uM (in HL-60 cells) decreased the
number of viable cells from (25.17% and 32.21) for PAC and BAU, after 24 hours, and (60.84% and
49.87 %) for PAC and BAU, after 48 hours. Chromatin condensation and increased presence of cells in
the mitotic phases were observed after treatment. The PAC and BAU compounds were also able to
reduce the levels of anti-apoptotic proteins in MCF-7 cells after 24 and 48 h at concentrations of 20 uM
and 40 uM for Mcl-1 proteins, and at a concentration of 40 uM in Bcl-xL, after 48 h. In view of the
results presented, the molecules pacharin and bauhinistatin-1 induced apoptosis in MCF-7 cells with

reduced expression of anti-apoptotic proteins Mcl-1 and later Bcl-xL.

Key words: Bcl-2 family. Antineoplastic. Cell death. Pacharin. Bauhiniastatin-1. Bauhinia acuruana.
Mcl-1.



LISTA DE FIGURAS

Figural- Caracteristicas do CANCEN ........cccoeiieiiieii e 23
Figura 2- Visdo geral generalizada das vias de apoptose extrinseca e intrinseca............. 25
Figura 3- Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele NA0 MEIANOMA..........cccvevviieiie e 30
Figura 4- Estrutura quimica do dibenz (b, ) OXePIN ......cccecveiveiiiieieece e 34
Figura5- Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 na viabilidade celular da MCF-
7 pela coloragdo com azul de tripan apo6s 24 h (A) e 48 h (B) de incubaco ..................... 45
Figura 6- Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 na viabilidade celular da HL-
60 pela coloracdo com azul de tripan apos 24 h (A) e 48 h (B) de incubacéo .................. 46
Figura7- Aspectos morfolégicos das células MCF-7 e HL-60 apds tratamento com pacharina
e bauhiniastatina-1 por 24 e 48h nas concentragdes de 10,20 € 40 UM .......ccccvvvrvvnennne. 47
Figura 8-  Efeito dos compostos pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU), em células
MCEF-7 in vitro. Células examinadas por microscopia éptica (20X) .......cccccevvvevverveennnnn. 49
Figura9-  Efeito dos compostos pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU) na inducéo de
apoptose em células MCF7 determinadas por citometria de fluxo ..........ccccocovviviveiennnne. 50
Figura 10- Efeito dos compostos pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU) na inducéo de
apoptose em células MCF-7 determinadas por citometria de fluXxo ..........ccccccceveivinennenn 51
Figura 11- Histogramas representativos da andlise da distribuicdo do conteddo de DNA
determinados por CItometria de FIUXO ... 52
Figura12- AlteracOes na expressao de proteinas relacionadas a apoptose apds incubagdo com

compostos pacharina e bauhiniastatinga-1 .............ccoveiieieiie i 54


file:///D:/COISAS%20DO%20MESTRADO/DISSERTAÇÃO_Silvia_em_quasecompleta.docx%23_Toc30697390
file:///D:/COISAS%20DO%20MESTRADO/DISSERTAÇÃO_Silvia_em_quasecompleta.docx%23_Toc30697391
file:///D:/COISAS%20DO%20MESTRADO/DISSERTAÇÃO_Silvia_em_quasecompleta.docx%23_Toc30697391

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Oxepinas isoladas de espécies do género Bauhinia ..............cccccevvvennne. 33
Tabela 2- Atividade citotoxica dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 em células
com diferentes tipos NISLOIOGICOS. .......cviviriririiieieie e 43
Tabela 3- indice de seletividade dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1....... 44
Tabela 4- Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 na viabilidade celular das
linhagens MCF-7 e HL-60 pelo ensaio de excluséo azul de tripan ..........ccccocvvevenennee. 46
Tabela 5- Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 sobre a distribuicdo do

CONEEUAO AE DINA CEIUIAT. oottt 53



Bak

Bau

Bax

Bcl2

BCL-xL

Brcal
Brca2

Citocromo C

DMSO
DOX
E.P.M.
HCT-116
HepG2
HL-60
HT-29

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Microlitro

Micromolar

Analisys of Variance (Anélise de variancia)

Fator de Ativacdo de Protease Associada a Apoptose 1

Agonista de Morte Celular Associado a Bcl2, do inglés:
Blc2-Associated Agonist of Cell Death

Proteina Destruidora de Antagonistas de Bcl2, do inglés:
Bcl2- Antagonist/Killer 1

Bauhiniastatina-1

Proteina X Associada a Bcl-2, do inglés: Bcl-2
Associated X Protein

Proteina Reguladora anti-apopt6tica, do inglés: B-cell
CLL/lymphoma

Proteina antiapoptotica

Gene humano pertencente a classe dos genes supressores

de tumor, do inglés: breast cancer 1, early onset
Gene supressor de tumor, do inglés: breast cancer 2
Proteina heme associada a membrana externa da
mitocondria

Dimetilsulfoxido

Doxorrubicina

Erro padréo da média

Carcinoma do c6lon humano

Carcinoma hepatocelular humano

Leucemia promielocitica humana

Adenocarcinoma de colon humano



ICso
INCA
mL
Mcf-7
Mcl-1
N.d.

Pac
PBMC
Pl

p53
SEER

Concentracao inibitoria media de 50%
Instituto Nacional do Cancer

Mililitro

Adenocarcinoma de mama humano

Proteina antiapoptotica

Né&o determinado

Pacharina

Células mononucleares do sangue periférico humano, do

inglés: Peripheral Blood Mononuclear Cell

lodeto de Propidio

Gene supressor tumoral

Surveillance Epidemiology and End Results



SUMARIO

1 LN ERI0] 51010710 IO 17
11 (O N I Y RS 19
1.1.1 ODBJEtIVO GEral ..c.ooiiiiiieieee e 19
1.1.2  ODbBjJetivos €SPECITICOS ......cvririiieiiiieiieiriie et 19
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 20
2.1 CANCER ..ottt 20
2.2 IMPACTO GLOBAL DO CANCER ..ot 20
2.3 FATORES AMBIENTAIS ..o 20
2.3.1  TADAGISITIO et 21
2.3.2  ConsUMO de AICOO0N .........cceiuiiiiicecec e 21
2.3.3  Dieta e 0besidade .........cccoeiiiiieiiiie s 21
2.3.4  Carcindgenos ambiENTaIS ..........ccciveieerieiiee e 22
2.4 FATORES CELULARES E MOLECULARES DO CANCER.................. 22
2.5 APOPTOSE X NECROSE .....ccociiiitierieesee s 24
2.6 FAMILIA BCL-2 ..ottt s s 28
2.7 CARCINOMA DA MAMA ...ttt 29
2.8 USOS DE FARMACOS DE FONTES NATURAIS ......ooveveeevcereeenee 31
2.9 O GENERO BAUHINIA E A ESPECIE BAUHINIA ACURUANA ............. 31
29.1 Estruturas e propriedades quimicas dos compostos Pacharina e Bauhiniastatina-
TSRS 33
2.9.2 Dibenz [ b, f ] oxepina e sua relagdo com os compostos da pacharina e
DAUNINIASTALING-1 ...t nre s 34
3 MATERIAIS E METODOS .....ooooiiiveveeeeveeeeeveeesee s sessnesseses s, 35
3.1 OBTENCAO E CARACTERIZAQAO DOS COMPOSTOS PACHARINA E
BAUHINIASTATINA-L . oot 35
3.2 OBTENCAO E CULTIVO DAS CELULAS EM CULTURA .......cccooue.... 35
3.3 ENSAIO DA CITOTOXICIDADE PELA REDUCAO DO MTT ............. 36
3.4 ENSAIO DA VIABILIDADE CELULAR- EXCLUSAO POR AZUL DE TRIPAN

........................................................................................................................... 37



3.5 AVALIACAO IN VITRO DO PADRAO DE MORTE CELULAR/MECANISMO DE

70710 IS 38
3.6 ANALISE DE ALTERACOES MORFOLOGICAS - COLORACAO POR MAY-
GRUNWALD -GIEMSA ..ot ee et e et e e e et e e et e ees et ae et e e sseeeereeesereesareeenane 38
3.7 DETERMINACAO DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA ........ 39
3.8 DETERMINACAO DO CICLO CELULAR E FRAGMENTACAO DO DNA.... 39
3.9 EXTRACAO DE PROTEINAS E WESTERN BLOTTING ....covvvviivececceeenans 40
4 ANALISE ESTATISTICA ..o e e e e e e e e e s e e en e es e 41
5 RESULTADOS ..ottt e e e e e et e e e e e e et et e s era e esasesssseeeseessareseraesnanes 42
51 EFEITO DOS COMPOSTOS PACHARINA E BAUHINIASTATINA-1 NA
VIABILIDADE CELULAR NAS LINHAGENS TUMORAIS E NAO TUMORAIS ..... 42
5.2 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR — EXCLUSAO POR AZUL DE
TRIPAN oo et e e e e e e e e et e et et et e e s et e s et eee et e e s et e e et e e et eee e e s eneesene s eresereesseresans 44
5.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS PACHARINA E
BAUHINIASTATINA-1 NA ALTERACAO MORFOLOGICA ......c.ooveveeeeeeeeeree 47
5.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS DAS CELULAS MCF-7 EM MONOCAMADA
.......................................................................................................................................... 48
5.5 AVALIACAO DO PERFIL DE MORTE CELULAR PELA DUPLA COLORACAO
COM ANEXINA VFITC /Pl oo oo ee et e e e e et ee s e e e eraeen e 49
5.6 ANALISE DO CICLO CELULAR ..o 52
5.7 DETECCAO DE EXPRESSOES DE MCL-1 E BCL-XL USANDO WESTERN
BLOTTING oottt e et et e e e eer e e s e e e e e e es e e s et e e es e e es et esesareeseresenans 53
6 DISCUSSAD ..o e e e e e e e e et e e e s e ees e e es e ees e 56
7 CONGCLUSAO ..o e et et e et e e 60

REFERENCIAS ..o et e e e e es e e s et aeeseeen s 61

ANEXO A- PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP .....c.cccceeveee. 73



17

1 INTRODUCAO

No corpo humano, novas células sdo geradas continuamente para reparar tecidos
danificados. Normalmente, a proliferacdo e morte celular ocorrem de maneira equilibrada
(SADEGHI, 2019). Em contrapartida, e em condicBes cancerigenas, o crescimento celular, a
divisdo e a morte sdo desregulados, resultando como formacédo desta falha de controle, um
sangue ou fluido linfatico incomum no corpo, ou a formacdo de uma massa conhecida como
tumor (WONG, 2011).

O cancer € um dos problemas de satde mais ameagadores do mundo. Por apresentarem
um problema de salude publica, dada sua crescente importancia como causa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, as neoplasias malignas apresentardo uma estimativa para o
Brasil, ano do triénio 2020-2022, um crescimento de mais 625 mil casos novos de cancer, sendo
estes 0s mais frequentes: canceres de prostata (65.840 casos novos) em homens e mama (66.280
mil) em mulheres (INCA, 2020).

Dentre as caracteristicas encontradas na célula do cancer esta a evasdo da apoptose
(HANAHAN e WEINBERG, 2011). A apoptose é um processo altamente investigado em
condicdes patoldgicas ou normais (WONG, 2011). Devido ao papel significativo desse
processo em diferentes condicdes patoldgicas, é importante entender seus mecanismos
relacionados para descobrir novas terapias (SADEGHI, 2019). Um dos principais mecanismos
de resisténcia utilizados envolve a participacdo de membros da familia Bcl-2 que controla a
integridade da membrana mitocondrial externa. Dentro da familia Bcl-2 encontram-se proteinas
pré-apoptéticas: Bax, Bak, Bad, Bim, Noxa, PUMA, BIK, HrK e BMF; e proteinas
antiapoptoéticas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1 e BFL-1 (YOULE e STRASSER, 2008). A
maquinaria apoptotica é composta de reguladores e componentes efetores (ADAMS e CORY,
2007). Esse mecanismo se inicia a partir de uma cascata de proteodlise envolvendo caspases
efetoras responsaveis pela fase de execucdo da apoptose, na qual a célula é progressivamente
desmontada e entdo consumida, por outras células e por células fagociticas profissionais
(PORTT, 2010). Atualmente, o programa apoptotico intrinseco € mais amplamente implicado
como uma barreira a patogénese do cancer (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Os produtos naturais tem um longo historico de uso como medicamentos ou fonte de
principios ativos para tratamento de doencas (GRAGG e NEWMAN, 2013). No caso do cancer

pode-se citar varios farmacos derivados de plantas que estdo em uso clinico, como no caso dos
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alcaloide da vinca, vimblastina e vincristina isolados de Catharanthus roseus; etoposido e
teniposido, que sdo derivados semi-sintéticos da epipodofilotoxina, além do Paclitaxel isolado
de espécies de Taxus (GRAGG e NEWMAN, 2013).

O género Bauhinia género (Caesalpinioideae, Leguminosae) compreende mais de 500
espécies distribuidas em areas tropicais (SOARES e SCARMINIO, 2008). As espécies deste
género sdo comumente conhecidas como "Pata de vaca" ou "casco de vaca", devido ao seu
formato de folha e tém sido utilizados na medicina popular para tratar varias doencas,
especialmente diabetes, infecgbes, dor e processo inflamatorio (CECHINEL, 2009). A
composicdo quimica do género Bauhinia mostrou uma predominancia de terpenos, esterdides,
alcaldides, glicosideos, lactonas e especialmente flavondides (CECHINEL, 2009).

Bauhinia acuruana (Moric) € um arbusto ou subarbusto, geralmente encontrado nas
areas montanhosas e / ou com altitudes de 600-1.100 m. No Brasil, esta espécie ocorre nos
Estados da Bahia, Ceard, Goias, Maranh&o, Minas Gerais, Pernambuco e Piaui (VAZ e TOZZI,
2003). A partir de Bauhinia acuruana foi isolada uma oxepina denominada de pacharina com
atividade larvicida, do aedes aegypti (GOIS, 2013). Investigacbes anteriores realizadas com
pacharina e bauhiniastatina-1 (composto também isolado da espécie Bauhinia) demonstraram
que estes compostos, apresentaram atividade antitumoral, mostrando inibicao significativa do
crescimento contra o adenocarcinoma do péncreas (BXPC-3), adenocarcinoma da mama
(MCF-7), glioblastoma do SNC (SF268), células do pulmdo (NCI-H460) e carcinoma da
préstata (DU-145) (PETTIT et al., 2006).

Quanto a composicdo quimica dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 estes sao
classificados como uma dibenz (b, f) oxepinas, sendo esta de ocorréncia natural e rara, presente
em uma classe de metabolitos secundarios sendo encontradas em plantas do género Bauhinia
(fam. Fabaceae) (PETTIT et al.,, 2006). Assim, como parte de uma pesquisa com 0S
constituintes fixos da flora brasileira do Nordeste, nesse trabalho foram estudadas as
propriedades citotoxicas da pacharina e bauhiniastatina-1 in vitro usando diferentes linhagens
cancerigenas, e 0s mecanismos de acdo envolvidos na sua citotoxicidade foram avaliados na

linhagem MCF-7 (Adenocarcinoma de mama humano).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2017000600711#B21
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antitumoral dos compostos da pacharina e bauhiniastatina-1, isolados de

Bauhinia acuruana.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Determinar a citotoxicidade in vitro de compostos nas linhagens de tumores de MCF-7, HL-
60, HCT-116, HT-29 e HepG2.

b) Avaliar a atividade citotoxica dos compostos da pacharina e bauhiniastatina-1 em células
ndo tumorais (células mononucleadas do sangue periférico) e realizar uma analise morfologica

destas células.

c) Investigar a integridade da membrana celular, a fragmentacdo do DNA e do ciclo celular
apos tratamento das células tumorais com os compostos da pacharina e bauhiniastatina-1.

d) Investigar se ha a participacao das proteinas Mcl-1, Bcl-XL, pertencente a familia Bcl-2, na
inducdo da morte celular tumoral provocada por compostos bioativos isolados de Bauhinia

acuruana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O céncer pode ser considerado o resultado de uma série de alteracfes genéticas que
causam a transformac&o de células normais em células malignas (HANAHAN e WEINBERG,
2000). Além disso, uma apoptose desregulada contribui para a carcinogénese (SADEGHI,
2019). Assim sendo, pesquisadores relatam que o crescimento do tumor ndo € apenas resultado

de uma proliferacdo descontrolada, mas também de apoptose reduzida (PARTON, 2001).

2.2 IMPACTO GLOBAL DO CANCER

Mesmo diante da busca desenfreada por métodos inovadores e eficazes no tratamento
contra o cancer, ainda assim, o Brasil enfrenta uma carga crescente de cancer (INCA, 2018).
Notavelmente, foi relatado que 218.64 mil mortes relacionadas ao cancer, dentre homens e
mulheres foram registrados em 2017 no Brasil. Ainda de acordo com as estimativas do INCA
2018-2019, o numero de novos casos de cancer chegara em cerca de 600 mil novos casos, sendo
os tipos de cancer mais frequentes: canceres de prostata (68.220 casos novos) em homens e
mama (59.700 mil) em mulheres. Além dos citados, completam a lista dos dez tipos de cancer
mais incidentes: colon e reto (intestino—36.360), pulméo (31.270), estdmago (21.290), colo do
utero (16.370), cavidade oral (14.700), sistema nervoso central (11.320), leucemias (10.800) e
esofago (10.970), (INCA,2018).

2.3 FATORES AMBIENTAIS

Os atuais mecanismos bioldgicos de cancer sugerem que todos 0s canceres Sao
originados tanto do ambiente quanto da genética, o que significa que ha maultiplos fatores
externos combinados com mudangas genéticas internas que levardo ao cancer humano
(SONNENSCHEIN, 2008). Assim, a uma das melhores medidas de prevencdo é evitar as
exposicdes dos agentes carcinogénicos (SONNENSCHEIN, 2008).
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Além disso, individuos com predisposicGes genéticas particulares podem ser mais
suscetiveis aos efeitos das exposi¢fes ambientais do que outros. Pessoas com alteracbes
genéticas de BRCA1, BRCA2 e p53, por exemplo, tornam-se individuos menos capazes de
suprimir o crescimento de células cancerigenas (VOGELSTEIN, 2004). Assim, ndo ha somente
uma Unica causa para a ocorréncia do cancer, mais sim um conjunto de fatores que aumentam

0 risco para os diferentes tipos de canceres humanos, dentre eles se destacam:

2.3.1 Tabagismo

Sendo o fumo, principalmente de cigarros, o grande causador das mortes por cancer de
boca, faringe, laringe, es6fago, pancreas e bexiga. A epidemia do tabaco é uma das maiores
ameacas a salude publica que o mundo ja enfrentou, matando mais de oito milhdes de pessoas
por ano em todo o mundo, e mais de 7 milhdes dessas mortes sdo o resultado do uso direto do
tabaco, enquanto cerca de 1,2 milhdes sdo o resultado de ndo fumantes expostos ao fumo
passivo. Cerca de 80% dos 1,1 bilhdo de fumantes em todo o mundo vivem em paises de baixa
e média renda, onde o peso das doencas relacionadas ao tabaco e da morte € maior (TOBACCO,
2019).

2.3.2 Consumo de alcool

O abuso do alcool por si sé aumenta o risco de carcinomas de orofaringe (excluindo os
labios), laringe e es6fago e carcinoma hepatocelular (pelo desenvolvimento da cirrose) (INCA,
2019). O alcool e o tabaco, juntos, aumentam de forma sinérgica o risco cancer nas vias aéreas

superiores e no trato digestorio (INCA, 2019).

2.3.3 Dieta e obesidade

Pessoas que tém uma dieta pobre com atividade fisica reduzida podem ter risco
aumentado de varias doencas. J& as pessoas obesas correm maior risco de doenga coronariana,
derrame, hipertensdo, diabetes e cancer (eséfago, mama, Gtero, célon, reto e prostata) (WOLIN,
2010 e WOLIN, 2008). O tecido adiposo produz alta quantidade de estrogénio, que esta ligado
ao aumento do risco de cancer. Além disso, pessoas obesas podem produzir uma quantidade
elevada de fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) no sangue, o que pode levar a
certos tipos de cancer. Assim também, a leptina e a adiponectina séo produzidas pelas células
de gordura, que podem promover e inibir a proliferacdo celular, respectivamente (WOLIN,
2010 e WOLIN, 2008).
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2.3.4 Carcindgenos ambientais

Os carcindgenos podem ser encontrados no meio ambiente, em alimentos ou em préaticas
pessoais. Os individuos podem ser expostos a fatores carcinogénicos quando estdo em
ambientes externos (p. ex., raios ultravioleta [UV], poluicdo atmosférica), usando certos
medicamentos (p. ex., metotrexato), ou até no consumo inadequado de alimentos e bebidas
(p.ex., carne grelhada, dieta rica em gordura, alcool) (PARSA, 2012; INCA, 2015).

2.4 FATORES CELULARES E MOLECULARES DO CANCER

Hanahan e Weinberg (2011), durante suas pesquisas e estudos propuseram algumas
caracteristicas que sao utilizadas pelas células do cancer, possibilitando assim entender como
essas células se organizam de uma maneira estruturalmente logica, e assim, propiciar a
compreensdo de como se mantem e desviam-se dos pontos de checagem do ciclo celular, por
exemplo, mantendo-se viaveis e escapando da morte celular programada.

Ainda sobre seus estudos, os autores relatam essas caracteristicas do cancer, como
capacidades distintas e complementares que possibilitam o crescimento do tumor e a
disseminacdo metastatica — e que continuam a fornecer uma base solida para a compreensédo da
biologia do cancer. Em cada uma dessas mudancas fisiol6gicas, novas capacidades sao
adquiridas durante o desenvolvimento do tumor, representando uma violagdo bem-sucedida de
um mecanismo de defesa anticancerigena em células e tecidos (HANAHAN e WEINBERG,
2011).

Sobre estas capacitadas apresentadas em comum pela maioria e/ ou talvez por todos 0s

tipos de tumores humanos, estdo sendo ilustradas na Figura 1.
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Figura 1. Caracteristicas do Cancer.

Evasdo do
sistema imune

(Adaptado de Hanahan D, Weinberg R. A. Hallmarks of Cancer: The Next Generation, 2011).

Entretanto, dentre as caracteristicas citadas pelo autor, daremos enfoque na evasao da
apoptose, em que essa propriedade apresenta a capacidade, evidenciam os cientistas, de estar
presente “talvez em todos os canceres” (ADAMS e CORY, 2007).

Além disso, a desregulacdo dos mecanismos de apoptose torna-se um importante fator
patologico em diversas doengas humanas importantes, ou seja, a falta de apoptose, como um
processo normal, de controle e de regulacdo celular das células defeituosas, € uma das
caracteristicas do desenvolvimento do cancer, e muitas células cancerigenas exibem resisténcia

significativa a sinalizacdo da apoptose (WINTER, 2014).

Nas células eucaridticas, a apoptose ocorre através de duas vias moleculares distintas,
gue sdo reguladas pelas caspases. A via intrinseca ou mitocondrial que é ativada por eventos
intracelulares e depende da liberacdo de fatores pro-apoptdticos e anti-apoptoticos das
mitocdndrias, como as proteinas da familia Bcl-2, citocromo ¢ e APAF-1, entre outros
(WINTER, 2014). Ja a via extrinseca, € mediada por um subgrupo da superfamilia de receptores
de fator de necrose tumoral (TNFR) que inclui TNFR, Fas e TRAIL (PORTT, 2011). Esse
processo se d& pelo envolvimento de "receptores de morte”, ou seja, quando receptores



24

especificos sdo ativados por seus ligantes correspondentes (YUAN, 2012). A ativacdo desses
chamados receptores de morte leva ao recrutamento e ativagdo de caspases iniciadoras, como
as caspases 8 e 10, que leva ao envolvimento da formacdo e ativacdo de complexos processos
de sinalizacdo indutora de morte (DISC) (PORTT, 2011).

2.5 APOPTOSE X NECROSE

A apoptose é um processo geneticamente programado de morte celular para eliminar
uma célula indesejada, assim como é essencial para a renovacédo celular (RADHA, 2017). Ela
ainda é um regulador chave do controle do crescimento fisiolégico e da regulacdo da
homeostase tecidual. Sendo um dos avangos mais importantes na pesquisa do cancer nos
ultimos anos é o reconhecimento de que a morte celular, principalmente por apoptose, esta
crucialmente envolvida na regulacdo da formacéo de tumores e também determina criticamente
a resposta ao tratamento (FULDA, 2006).

No decurso da vida celular o equilibrio homeostatico e funcionais destas células
precisam ser regulados e controlados, para que ocorra um bom funcionamento da mesma
(FRANCO, 2009). Assim, tdo importante quanto a divisdo celular, a morte celular programada,
ou apoptose, permite que o organismo controle firmemente o numero de células e o tamanho
dos tecidos, além de se proteger contra células que podem ameacar a homeostase (FRANCO,
2009).

A partir do momento em que uma célula recebe o estimulo para que se inicie a apoptose,
comeca entdo a ocorrer diversas alteragdes em sua morfologia como o seu arredondamento,
retracdo dos pseudopodos, reducdo do volume, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do
nucleo, pouca ou nenhuma modificacdo em suas organelas e divisdo em corpos apoptéticos
(KROEMER et al., 2005). Esses ultimos sao rapidamente fagocitados e removidos impedindo
a geracdo de processos inflamatorios em torno da célula que acaba de morrer (GRIVICICH,
2007).

Quanto ao processo de estimulagdo da apoptose, diversos sdo os fatores que podem
desencadear, entre eles: agentes quimioterapicos, radiagdo ionizante, danos no DNA, choque
térmico, privacdo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e niveis aumentados
de espécies reativas do oxigénio (HENGARTNER, 2000).
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Ao passo da ativagdo da morte celular, esta terd duas principais vias a intrinseca e a
extrinseca. A via intrinseca € desencadeada por sinais intracelulares em que as mitocondrias
desempenham um papel fundamental, e a via extrinseca que envolve sinais externos, que se
ligam aos receptores de morte celular na superficie celular, levando a formacéo do complexo
de sinalizacdo induzida por morte (DISC), com ativacdo de caspases e proteinas da familia
BCL2, culminando assim na morte celular (RADHA, 2017).

Figura 2. Visdo geral generalizada das vias de apoptose extrinseca e intrinseca.

A via extrinseca é iniciada pela ligacdo de um ligante da familia fator de necrose tumoral (TNF)
ao seu receptor, seguido pela ativacdo de proteinas sinalizadoras a jusante. Na via intrinseca, 0
estresse celular causa ativacdo do BH3 e liberacdo do citocromo c. Ambas as vias ativam o

efetor caspase-3 e promovem a morte celular.
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(Adaptado de YUAN, Modulation of Apoptotic Pathways by Human Papillomaviruses (HPV):
Mechanisms and Implications for Therapy, 2012).
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Via Intrinseca (Mitocondrial) da Apoptose- Sua ocorréncia é dada pela via
mitocondrial, através da ativacdo da caspase, estando essa intimamente ligada a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa por membros proapoptéticos da familia
Bcl-2 (GREEN e KROEMER, 2004). Além disso, essa via que é governada pela familia Bcl-2,

tem a caracteristica de impedir a libera¢do do citocromo c pelas mitocondrias (RADHA, 2017).

A célula ao ser induzida a um sinal de estresse ou sofrer algum dano no DNA, acionam
as proteinas pro-apoptoticas no citoplasma, Bax e Bak, que se ligam a membrana externa da
mitocdndria para sinalizar a liberacdo do conteudo interno (ADRAIN, 2002; HAGUE, 2004).
Os ativadores da apoptose Bax e Bak, ao serem ativados homo-oligomerizam e participam da
formacgdo de poros na membrana mitocondrial externa através da qual as moléculas pro-
apoptoticas escapam, incluindo o segundo ativador da caspase (Smac) (também conhecido
como Diablo) e o citocromo ¢ derivado de mitocondrias. A libertacdo do citocromo c leva a
ativacdo de caspases, que sdo proteases que clivam as principais proteinas celulares. Isso leva
a muitas das caracteristicas morfoldgicas da apoptose, incluindo nucleos condensados,
formacdo de DNA e exposicdo da fosfatidilserina ao folheto externo da membrana plasmatica
(JOSLYN, 2009).

Numerosos estimulos citotoxicos e moléculas de transducdo de sinal pré-apoptoticas
convergem nas mitocondrias para induzir a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa
(GREEN e KROEMER, 2004). Essa permeabilizacdo é regulada por proteinas da familia Bcl-
2, lipidios mitocondriais, proteinas que regulam o fluxo de metabdlitos bioenergéticos e
componentes do poro de transicdo de permeabilidade (GREEN e KROEMER, 2004). Apds a
ruptura da membrana mitocondrial externa, um conjunto de proteinas normalmente encontradas
no espaco entre as membranas mitocondriais interna e externa € liberado, incluindo citocromo
¢, Smac / DIABLO, Omi / HtrA2, AIF e endonuclease G (SAELENS et al., 2004).

Uma vez no citosol, essas proteinas apoptogénicas desencadeiam a execu¢do da morte
celular promovendo a ativagdo da caspase ou atuando como efetores de morte independentes
de caspase (SAELENS et al., 2004). As mitocondrias possuem proteinas, tais como o citocromo
C, que sdo essenciais para a vida. Entretanto, quando estas proteinas como o citocromo c, é
liberado para o citoplasma, significa dizer que a célula ndo esta saudavel, e a partir desta
indicacdo, inicia-se 0 esquema de suicidio da apoptose, ou seja, a liberagdo do citocromo ¢ da
mitocondria desencadeia diretamente a ativacdo da caspase-3 por meio da formacdo do

complexo de apoptosoma contendo citocromo ¢ / Apaf-1 (fator ativador da apoptose-1), /
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caspase-9 (CAIN et al., 2000). Uma vez no citosol, o citocromo c liga-se a regido C-terminal
de Apaf-1, uma proteina citosolica com um dominio de recrutamento de caspase N-terminal
(CARD), um dominio de ligacdo de nucleotideos com homologia ao CED-4 e um Dominio C-
terminal contendo 12-13 repeticdes WD-40 (ZOU et al., 1997). A ligacdo do citocromo ¢ a
Apaf-1 facilita a associacdo de dATP com Apaf-1 e expde sua CARD N-terminal, que agora
pode oligomerizar e se tornar uma plataforma na qual a caspase-9 iniciadora é recrutada e
ativada por meio de uma interacio CARD-CARD (ADRAIN e COLS, 1999).
Consecutivamente, a caspase-3 € recrutada para o apoptosome, onde é ativado pela caspase-9
(BRATTON et al., 2001). A caspase-3 entdo cliva substratos chave na célula para produzir
muitos dos eventos celulares e bioquimicos da apoptose, resultando assim numa via de
execucdo da apoptose (FULDA, 2006; HILL et al., 2004).

Via Extrinseca da Apoptose (Iniciada por Receptor de Morte) — As vias de
sinalizacdo extrinsecas que iniciam a apoptose envolvem interacbes mediadas por receptores
transmembranares. Estes envolvem receptores de morte que sao membros da superfamilia do
gene do receptor do fator de necrose tumoral (TNF) (LOCKSLEY et al., 2001). Assim, a via
extrinseca é desencadeada por essa familia de receptores de morte localizados na membrana
celular, que inclui além do TNFR1, outros como FAS (CD95), FasR, TNF- o, TRAIL-R1,
TRAIL-R2, Apo3L / DR3, Apo2L / DR4 e Apo2L / DR5 (SULIMAN et al., 2001; RUBIO-
MOSCARDO et al., 2005 e revisado em GREEN e LLAMBI, 2015). O Fas (glicoproteina
transmembranar do tipo 1) é um receptor de morte expresso em muitos tipos celulares, e 0
mecanismo de apoptose induzido por esses receptores de morte, é bem ilustrado pelo Fas. O
FasL (Fas ligante) se ligara ao receptor Fas, que juntamente com trés ou mais moléculas de Fas
se reunem e seus dominios de morte citoplasmaticas formara um sitio de ligacdo para uma
proteina adaptadora que também contém um dominio de morte sendo denominada de FADD
(do inglés, Fas-associated death domain). O FADD contém, na sua regido N terminal, um
dominio DED (do inglés death effector domain) que se liga a pré-caspase 8 (e em humanos,
caspase-10) (KAVURMANN et al., 2008). Ao ativar a caspase 8, através da clivagem dada por
varias moléculas da pro-caspase 8, ocorrera subsequentes eventos equivalentes ao da via
mitocondrial, culminando na ativacdo de varias caspases efetoras. Ao passo seguinte, a via da
apoptose pode ser inibida por uma proteina denominada FLIP, a qual se liga a pré-caspase-8
mas ndo pode clivar nem ativar a caspase porque lhe falta um dominio de protease. Alguns virus

e células normais produzem FLIP e usam esse inibidor para se proteger da apoptose mediada
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por Fas. Logo, as duas vias de iniciagédo convergem para uma cascata de ativacao de caspases
que medeiam a fase final da apoptose (KAVURMANN et al., 2008).

As vias extrinseca e intrinseca terminam no ponto da fase de execucédo, considerada a
via final da apoptose. E a ativacio das caspases de execugio que inicia essa fase de apoptose.
As caspases de execucgdo ativam a endonuclease citoplasmatica, que degrada o material nuclear,
e as proteases que degradam as proteinas nucleares e do citoesqueleto. Caspase-3, caspase-6 e
caspase-7 funcionam como caspases efetoras ou “executoras”, clivando varios substratos,
incluindo citoqueratinas, PARP, proteina citoesquelética alfa-diarreina da membrana
plasmaética, a proteina nuclear NUMA e outras, que causam o efeito morfoldgico e alteragdes

bioquimicas observadas em células apoptoéticas (SLEE et al., 2001).

A necrose é considerada uma morte celular quase "acidental”, um processo aleatdrio e
descontrolado, tendo como principais mediadores de sua morte, 0 RIP quinases e PARP,
(GALLUZZI, 2008 e GOLSTEIN, 2007). Ao sofrerem deste tipo de morte, as células
apresentam como caracteristicas, perda da integridade da membrana celular com
interrompimento da mesma, de modo que os materiais intracelulares séo libertados para o0 meio
extracelular, conduzindo a respostas inflamatdrias pelas células imunitérias. A inflamacéo local
subsequente induzida por necrose programada pode promover o crescimento do tumor. Ainda,
a morte celular necrética pode ser explorada para eliminar as células cancerigenas (ZONG,
2004 e AGOSTINIS, 2004).

Apoptose e a necrose programada apresentam caracteristicas morfologicas e processos
fisioldgicos distintos; no entanto, ainda existem inter-relacdes entre eles (AMELIO, 2011).
Quanto as principais alteragdes morfoldgicas que ocorrem com a necrose incluem inchago
celular; formacdo de vacuolos citoplasmaticos; reticulo endoplasmatico distendido; formacéo
de bolhas citoplasmaticas; mitocéndrias condensadas, inchadas ou rompidas; desagregacao e
desprendimento dos ribossomos; membranas organelares rompidas; lisossomos inchados e

rompidos; e, finalmente, a ruptura da membrana celular (TRUMP et al., 1997).

2.6 FAMILIA BCL-2

Para que se tenha um equilibrio celular, é fundamental que se mantenha a homeostase

tecidual, sendo fornecida pela ocorréncia da apoptose, programa de suicidio celular executado
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por caspases, sendo esse um passo fundamental na tumorigénese. Assim, 0 que determina se
uma célula deve viver ou morrer é largamente determinada pela familia Bcl-2 de reguladores
anti- e proapoptoticos. Essas proteinas respondem a estimulos de varias formas de estresse
intracelular, como dano ao DNA ou privacao de citocinas, e interagem com membros da familia
opostos para determinar se a cascata proteolitica das caspases deve ser liberada ou ndo (CORY,
2003).

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por apoptose
que participam ativamente da regulacdo da apoptose (BORNER, 2003). Dentro da familia Bcl-
2 encontram-se proteinas: Pré-apoptoticas: Bax, Bak, Bad, Bim, Noxa, PUMA, BIK, HrK e
BMF; e antiapoptdticas Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 e Bfl-1 (YOULE e STRASSER, 2008).
Além disso, foi relatado que proteinas da familia Bcl-2 anti-apoptoticas protegem as células

dos estimulos da morte em varios modelos de cancer (TAKAHASHI, 2013).

Dentre as familias aqui citadas como antiapoptoticas, temos o Mcl-1 que foi reconhecido
como um importante alvo terapéutico no cancer, e tendo sido altamente expresso em uma
variedade de canceres humanos (WEI, 2012). O Bcl-xL também pertencente a classe de
proteinas antiapoptoticas, atua bloqueando a libertagdo de citocromo ¢ (sinalizador para o
processo de ativacdo de varias cascatas para 0 evento apoptético) e a ativagao de caspases que
induzem a apoptose (KHARBANDA, 2000).

Em um dos estudos realizados sobre a investigacdo da proteina antiapoptotica Mcl-1,
mostrou que o silenciamento dessa expressdo proteica por RNA de interferéncia (SIRNAS)
reduziu significativamente a viabilidade e aumentou apoptose em quase 30% das linhagens de
células testadas, incluindo cancer de pulméo e o adenocarcinoma da mama (MODUGNO et al,
2015). Além disso, combinacdo de medicamentos direcionados para inibir Mcl-1 resultou em
radiossensibilizacdo das células tumorais de mama. Coletivamente esses fatos tornam
interessante a busca por moléculas que inibam as proteinas da familia Bcl-2, assim como as
caspases (MITCHEL et al., 2010).

2.7 CARCINOMA DA MAMA

O carcinoma da mama se classifica como neoplasia maligna extracutanea, sendo mais
comum em mulheres, perdendo apenas para o cancer de pulméo como causa de mortes por

cancer (INCA, 2019). A pré-disposicéo ou estilo de vida séo importantes fatores determinantes
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de risco de cancer de mama (COSTANZA, 2001). Outro fator determinante, desta neoplasia,
relaciona-se com a expectativa de vida de uma mulher, ou seja, quanto maior for mais chances

esta terd em desenvolver o cancer de mama (RODNEY, et. al. 2003).

Quanto as estimativas, em 2018, aproximadamente 266.120 mulheres nos Estados
Unidos foram diagnosticadas com carcinoma invasor de mama, e quase 40.920 mulheres
morreram da doenca (dados do Surveillance Epidemiology and End Results [SEER] em
http://seer.cancer.gov/). No Brasil, o cancer de mama € classificado como o cancer mais
comumente diagnosticado, perdendo apenas para o cancer de prdstata, com uma estimativa de
59.700 novos casos no ano de 2018, e foi responsavel por mais de 15.403 casos de mortes no
Brasil. Dados também informam que é o primeiro mais frequente nas mulheres das Regides Sul
(73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100
mil). Na Regido Norte, é o segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil) (INCA, 2018).

Outros dados também sugerem que o impacto do estilo de vida e padrbes reprodutivos
estdo na tendéncia ascendente para a incidéncia de cancer de mama; por exemplo, paises
agricolas mudando para sociedades industriais (COLDITZ, 2014), menarca em idade mais
jovem e menopausa mais tarde (COLDITZ, 2000). Além disso, 0 uso de Terapia de reposicao
hormonal (TRH) na pré e pés-menopausa (MAHON, 2011), o uso de contraceptivos orais e
uma primeira gravidez a termo mais tarde, estdo ligados ao aumento da ocorréncia de cancer de

mama.

Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para

2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Prostata 65.840 29.2% Mama feminina 66.280 29.7%

Coélon e Reto 20520 9,1% Homens Mulheres Cdlone Reto 20470  9.2%
Traqueia, Bronquio e Puimao 17.760  7.9% Colo do atero 16.590 7.4%
Estémago 13.360 59% Traqueia, Brénquio e Pulmdo 12.440 56%
Cavidade Oral 11.180 5,0% Glandula Tireoide 11.950 5,4%
Esoéfago 8690 3,9% Estémago 7870 3,5%
Bexiga 7590 34% Ovario 6.650 3,0%
Linfoma n&o Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do Utero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2,4%

Leucemias 5.920 2,6% Sistema Nervoso Central 5.220 2,3%

* Nimeros arredondados para muiltiplos de 10

Fonte: MS/INCA — Estimativa do cdncer no Brasil, 2020.


http://seer.cancer.gov/
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2.8 USOS DE FARMACOS DE FONTES NATURAIS

Nos ultimos anos, os medicamentos derivados de produtos naturais tém sido
amplamente utilizados no tratamento do cancer devido a sua ampla variedade de fontes,
melhores bioatividades e baixa toxicidade (HUANG, et. al. 2019). Além disso, muitos estudos
indicaram que drogas derivadas de produtos naturais podem exercer efeitos anticancer, agindo
sobre metastases, invasdes, apoptose e angiogénese, que sdo as principais caracteristicas dos
canceres humanos (SHARMA, 2018; HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Os produtos naturais tem um longo histérico de uso como medicamentos ou fonte de
principios ativos para tratamento de doencas. No caso do cancer pode-se citar varios farmacos
derivados de plantas que estdo em uso clinico, como no caso dos alcaloide da vinca, vimblastina
e vincristina isolados de Catharanthus roseus; etoposido e teniposido, que sdo derivados semi-
sintéticos da epipodofilotoxina, além do Paclitaxel isolado de espécies de Taxus (GRAGG e
NEWMAN, 2013). No Brasil também s&o observados estudos de moléculas isoladas de plantas
com atividade antitumoral pertencente a diversas classes quimicas, como pterocarpanos,
alcaloides, diterpenos, cucurbitacinas (MILITAO et al., 2014; FERREIRA et al., 2014;
MILITAO et al., 2012, SILVA et al., 2009; BEZERRA et al., 2007). De fato, a diversidade da
flora encontrada no Brasil contribui o isolamento e identificacdo de molélulas biologicamente

ativas.

2.9 O GENERO BAUHINIA E A ESPECIE BAUHINIA ACURUANA

O género Bauhinia esta incluido na familia (Caesalpinioideae, Leguminosae) de acordo
com a lista de espécies da Flora do Brasil (VAZ, 2003). Este género compreende mais de 500
espécies localizadas nas zonas tropicais do planeta, assim como nas zonas tropicais da Asia,
leste do Paraguai e nordeste da Argentina e representa uma das maiores familias de
angiospermas (SOARES e SCARMINIO, 2008). As espécies deste género sdo comumente
conhecidas como "Pata de vaca" ou "casco de vaca", devido ao seu formato de folha lembrarem
0 rastro da pata dos bovinos e tém sido utilizados na medicina popular para tratar varias doengas,

especialmente diabetes, infec¢des, dor e processo inflamatério (CECHINEL, 2009).

Quanto ao seu uso na medicina popular, este género apresenta numerosos efeitos
medicinais, como acgfes anti-inflamatérias (MOHAMED, 2009), hipoglicemiante e
antioxidantes (SOUZA e colaboradores, 2004), antimicrobiana (KITTAKOOP et al., 2000),
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antimalérica (KITTAKOORP et al., 2000), antinociceptiva (ZAKARIA et al., 2007), antitumoral
(PETTIT, 2006) e antimutagénica (AGRAWAL, 2009).

Quanto aos estudos fitoquimicos e farmacologicos realizados com estas plantas, do
referido género, indicam que as mesmas sdo constituidas principalmente de flavondides,

comprovado assim sua eficicia terapéutica (CECHINEL FILHO, 2009).

A espécie Bauhinia acuruana de acordo com Vaz e Tozzi (2003), sdo subarbusto de
comprimento variando entre 1,5-3,0 cm. Quanto as suas folhas s&o inteiras, lamina 3,3-10,0 x
1,7-6,5 cm, cartacea e coreacea, ovado-oblonga a cordado-ovada, base cordada a emarginada,
apice mais ou menos agudo a obtuso até arredondado, face superior vilosa. Suas flores com
pedicelo 1-2 cm comprimento, bractéolas lineares, hipanto cilindrico; calice fendido na antese;
pétalas linear-oblanceoladas e seus tricomas glandulares esparsos. Quanto a distribuicdo
geogréfica, essa espécie ocorre no Brasil, nos estados da Bahia, Ceara, Goiads, Maranhdo, Minas
Gerais, Pernambuco e Piaui. Geralmente é encontrada em areas montanhosas e/ou com altitudes
de 600 até 1.100 metros. Pode crescer tanto em solo pedregoso ou arenoso, ou ainda argiloso,

na caatinga, cerrado e ou ainda nos campos gerais e campo rupestre (VAZ; TOZZI, 2003).

A partir de Bauhinia acuruana foi isolada uma oxepina denominada de pacharina com
atividade larvicida (GOIS, 2013). A pacharina foi isolada pela primeira vez em Bauhinia
racemosa e posteriormente de B. purpUrea e das partes aéreas de Cerces chinensis. A pacharina
causou inibicao das células tumorais em um mini painel contendo, dentre as células testadas, a
adenocarcinoma de mama (MCF-7) (PETTIT et al., 2006). Ainda na mesma espécie foram
realizados estudos prévios na qual revelou que o Oleo essencial das folhas de B.
acuruana provindo do composto pacharina que foi isolado das raizes dessa espécie, apresentou
atividade larvicida contra o Aedes aegypti (GOIS etal., 2011; GOIS et al., 2013). Investigagdes
anteriores realizadas com pacharina e bauhiniastatina-1 (composto também isolado do extrato
etanolico das raizes de B. acuruana e derivados oxepinicos) demonstraram que estes
compostos, também apresentaram atividade antitumoral, mostrando inibicéo significativa do
crescimento contra o adenocarcinoma do pancreas (BXPC-3), células leucémicas de rato
(P388), adenocarcinoma da mama (MCF-7), glioblastoma do SNC (SF268), células de
carcinoma de pulmdo humano (NCI-H460) e carcinoma de prostata humana (DU-145)
(PETTIT et al., 2006).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2017000600711#B11
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2017000600711#B12
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2017000600711#B21
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2.9.1 Estruturas e propriedades quimicas dos compostos Pacharina e Bauhiniastatina-1

O composto da pacharina de formula molecular (C16H1404), com nome quimico dado
por 8-metoxi-1,6-diidroxi-7-metil-dibenzo[b,f]loxepina, possuindo peso molecular de 270,284
g / mol (pubchem), permitiu o calculo do IDH (indice de deficiéncia de hidrogénio) sendo
obtido o valor dez. Essa informag&o em conjunc¢do com os dados espectroscopicos, levaram aos
autores a concluir que a mesma tratava-se de um derivado oxepinico, da classe dos metabdlito
secundario de ocorréncia rara na natureza (PETTIT et al., 2006).

O composto da Bauhiniastatina 1 de formula molecular (C16H1205), de nome quimico
8-metoxi-1-hidroxi-7-metil-benzo [b] [1] benzoxepina-6,9-diona, e peso molecular de 284,267
g / mol (pubchem). Do mesmo modo realizou-se analise dos dados por espectroscépicos de
RMN, sendo assim observado juntamente o valor do IDH (dez) sendo possivel concluir que o
composto aqui estudado tratava-se também de um derivado oxepinico, com caracteristicas de
um grupo hidroxilo, uma cetona conjugada e um anel aromatico, diferindo pela presenca de um
anel ciclo—hexadienona e tendo sido descrita anteriormente em Bauhinia purpurea (PETITT et

al., 2006) cuja estrutura estd mostrada na Tabela 1.

Tabela 1 - Oxepinas isoladas de espécies do género Bauhinia.

NOME ESTRUTURA REFERENCIA
Pacharina PETTIT et al.,
o 2006
H;C C . GOIS, 2014
HL OOy . __
OH
Bauhiniastatina-1 PETTIT et al.;
O
HsC 2006
0 GOIS, 2014
H3
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2.9.2 Dibenz [ b, f ] oxepina e sua relacdo com o0s compostos da pacharina e

bauhiniastatina-1

Os dibenzo[ b, f Joxepina sdo compostos triciclicos. A classe triciclica é usada em
medicamentos antidepressivos. Quanto a estrutura dibenz (b, f) oxepinas, esta € de ocorréncia
natural e rara, presente em uma classe de metabolitos secundéarios sendo encontradas em plantas
do género Bauhinia (fam. Fabaceae) (PETTIT et al., 2006), e os produtos obtidos por sintese,
exibem atividades bioldgicas importantes; como antidepressivo (ONG, 1980), ansiolitico
(TRABANCO, 2004), antipsicoético (PHILLIPS, 1995), agentes terapéuticos (UMEDA, 2018),
antagonista do receptor da angiotensina Il (KI'YAMA, 1995), neuroprotetoras (ANDRINGA,
2000), antineoplésica (PETTIT, 2006; GOIS, 2013) e propriedades anti-inflamatdrias (NAGAI,
1982; MORENO, 2013).

Em circunstancia dos poucos relatos na literatura a respeito do mecanismo de atuagéo
dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1, o presente trabalho buscou estudar o potencial
citotoxico desses compostos em diferentes modelos celulares, e compreender melhor o

mecanismo de atuacdo destes frente as células tumorais da MCF-7.
Figura 4. Estrutura quimica do dibenz (b, f) oxepin.

Dgs

Fonte: Banco de dados ChemIDplus. Acesso em julho/2018.
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3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia do trabalho foi desenvolvida de acordo com o fluxograma abaixo:

Obtencdo dos compostos:
Pacharina e Bauhiniastatina-1

[ Triagem Citotoxica: Ensaio MTT e PEMC ]

[ Avaliacdo in vitro do padrdo de morte celular / mecanismo de acio }

Western
blotting

CITOMETRIA DE FLUXO ‘

Exclusdo Anlise

DD;P_\ZN de morfologica
ripan

Analise do Morte
ciclo celular Celular

Delineamento experimental (Silvia Souza, 2018).

3.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS PACHARINA E

BAUHINIASTATINA-1

A obtencdo e caracterizagdo dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 foram
realizadas pela professora Dra. Gilvandete Maria Pinheiro Santiago da Universidade Federal

do Ceara e estes foram isolados da espécie Bauhinia acuruana.

3.2 OBTENCAO E CULTIVO DAS CELULAS EM CULTURA
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Nos ensaios aqui realizados foram utilizadas as linhagens tumorais MCF-7
(adenocarcinoma de mama humano), HL-60 (leucemia promielocitica humana), HCT-116
(carcinoma do célon humano), HT-29 (adenocarcinoma de célon humano), HepG2 (carcinoma
hepatocelular humano), e as ndo tumorais L929 (fibroblasto de tecido conjuntivo animal), e
MRCS5 (fibroblasto de pulm&o humano), obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro. Células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) estimuladas com Fitohemaglutinina-
lectina com propriedade mitogénica, sendo adicionada para induzir a proliferacdo dos
linfdcitos, também foram utilizadas. As células (PBMC) foram obtidas de voluntarios saudaveis
com idades entre 18 a 30 anos, ndo fumantes, que ndo faziam uso de bebidas alcodlicas, sem

exposicao recente a radiacdes e sem ter feito uso crénico de farmacos.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco (Recife,
Pernambuco, Brasil) aprovou o protocolo experimental (n° do parecer 2.980.861) para a coleta
de PBMC. As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75 cm?,
volume de 250 mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®) ou DMEM
suplementadas com 10% de soro bovino fetal (SFB, Gibco®) e 1 % de antibidticos. Nas células
de PBMC, apés a coleta, esse sangue foi centrifugado em um gradiente de Ficoll, e as células
foram lavadas com tampéo fosfato e ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com
20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina para uma
concentragdo final de 0,3 x 10° células/mL, e Fitohemaglutinina a (3%). As células foram
mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO> a 37 °C e acompanhadas diariamente.

3.3 ENSAIO DA CITOTOXICIDADE PELA REDUCAO DO MTT

Para avaliar a atividade citotoxica dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1, assim
como determinar seus valores de ICso (concentracdo necessaria para inibir 50% das células) foi
utilizado o método colorimétrico do MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-
difeniltetrazolil, da marca Himedia). O teste foi utilizado para determinar a redugdo na
viabilidade de células cancerigenas induzida por agentes citotdxicos, e baseia-se na capacidade
de células viaveis metabolizarem o tetrazélio na mitocondria pela acdo de enzimas

desidrogenases a um produto final formazan (MOSMANN, 1983).

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos numa densidade de 0,3 x 10°

células/mL ou 1,0 x 10° células/mL. Os compostos testes, na concentragdo de 5 mg/mL,
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dissolvidos em DMSO, e diluidos no meio RPMI (final de 0,5% DMSO) para obtencdo das
concentragdes finais, foram adicionados em cada poco e encubados por 72 h. Para fins de
comparagdo a doxorrubucina (pureza > 95%, cloridrato de doxorrubicina, Laboratorio IMA
S.A.L.C., Buenos Aires, Argentina), foi utilizada como controle positivo. Todas as substancias

foram testadas com concentragdes variando de 0,03 a 25 pg/mL.

Decorridos 72 horas apds o tratamento das células, o MTT 5mg/mL (20 nuL) foi
adicionado procedendo-se a uma nova incubacdo que teve duracdo de 3 horas. Apds esse
periodo, o MTT excedente foi removido e 60 uL. de DMSO (PA) foi adicionado para solubilizar
os cristais de formazan produzidos durante a incubacdo. Em seguida, as absorbancias das
amostras foram lidas a 575nm em um leitor de microplacas (Varioskan, Thermo Scientific).

A partir dos valores de ICso obtidos para as células tumorais e ndo tumorais, foi
selecionada a linhagem mais promissora, ou seja, que obteve o menor valor de ICso € melhor
seletividade, entre todas as linhagens testadas para os demais ensaios de mecanismo de morte.
Neste estudo, a linhagem selecionada para os ensaios de padrdo de morte e mecanismos de a¢ao
foram a MCF-7 e HL-60.

3.4 ENSAIO DA VIABILIDADE CELULAR- EXCLUSAO POR AZUL DE TRIPAN

Para avaliar a viabilidade celular e confirmar os resultados encontrados no ensaio de
citotoxicidade pelo MTT, foi realizado o ensaio por azul de tripan. As células MCF-7 e HL-60
foram distribuidas em placa de 24 pogos numa densidade de células/mL 1,0 x 10° células/mL e
0,3 x 10° células/mL, respectivamente, com meio RPMI suplementada com 10% de SBF e

incubada com diferentes concentrac@es dos compostos testes (10, 20 e 40 uM).

Ao término do periodo de incubagcdo com os compostos testes, 24 e 48 horas, as células
foram tripsinizadas e uma aliquota de 90 uL foi acrescida a 10 pL do corante azul de tripan. O
mecanismo de acdo do teste baseia-se na capacidade de células vidveis expulsarem o corante
de dentro da célula, enquanto células com membranas ndo integras, portanto nao viaveis, retém
0 corante, corando-se de azul. A contagem de células foi realizada em camara de Neubauer por
meio de microscopio optico (Nikon, Téquio, Japédo), e cada amostra foi testada em triplicata em

experimentos independentes.
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3.5 AVALIACAO IN VITRO DO PADRAO DE MORTE CELULAR/MECANISMO DE
ACAO

Para os ensaios a seguir, denominado padrdo de morte celular/mecanismo de acéo,
inicialmente foram desenvolvidos conforme a seguinte metodologia: as células da linhagem
MCF-7 (1,0 x 10° células/mL) e HL-60 (0,3 x 10° células/mL) foram adicionadas em placas de
24 pogos por um periodo inicial de 24 horas para aderirem (MCF-7); apds este periodo, as
celulas foram tratadas com pacharina e bauhiniastatina-1 nas concentragdes de 10, 20 uM para
as linhagem de HL-60 e 20, 40 uM para as linhagens de MCF-7, (concentracfes estabelecidas
previamente com base no valor de 1Cso) por 24 e 48 horas; as células foram mantidas em estufa
a 37°C e ab5% de CO»; a doxorrubicina (1.8 uM) foi utilizada como controle positivo e 0
controle negativo recebeu apenas o veiculo (DMSO 0,1%) usado para solubilizar e diluir a

substancia testada.

3.6 ANALISE DE ALTERACOES MORFOLOGICAS - COLORACAO POR MAY-
GRUNWALD-GIEMSA

Estabelecido o tempo de acdo citotdxico, 24 e 48 horas, nas células tumorais MCF-7 e
HL-60, realizou-se a analise morfoldgica destas a partir da confeccéo de laminas. A coloracdo
por May-Grunwald-Giemsa cora 0os componentes nucleares e citoplasmaticos das células,
permitindo avaliar alteracbes morfoldgicas a nivel de membrana, citoplasma e nucleo. O
citoplasma cora-se em tons que variam do azul ao rosa claro, e o nucleo, em tons de roxo, sendo

possivel observar a morfologia celular e avaliar o padrdao de morte celular.

Para a realizacdo da analise morfoldgica, as células foram incubadas em placas de 24
pocos e tratadas com 0s compostos testes. Transcorrido o tempo de incubacdo, as células foram
tripsinizadas, e uma aliquota de 50uL da suspensao destas células tratadas, foram adicionadas
na citocentrifuga (cytospin) e centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm. Em seguida, estas
laminas foram fixadas com metanol 100% por 30 segundos e coradas com May-Grunwald por
10 segundos, e logo apds com Giemsa por 10 segundos. Seguidamente as laminas com as
celulas coradas foram avaliadas com o auxilio do microscopio optico (Eclipse NI, NIKON) e
as alterac6es morfologicas foram analisadas e fotografadas utilizando o software NIS Elements
F, com auxilio da cdmara (Digital Sight DS-U3, NIKON).
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3.7 DETERMINACAO DA EXTERNALIZACAO DE FOSFATIDILSERINA

A avaliacdo da externalizacdo da fosfatidilserina € uma importante ferramenta para a
compreensdo do tipo de morte celular ocorrida uma vez que um dos primeiros eventos que
ocorre na superficie de uma célula em processo de apoptose & a externalizacao da
fosfatidilserina na superficie externa da membrana plasmatica, consequente da perda de
assimetria dos fosfolipideos de membrana. (BOERSMA et. al., 2005).

O procedimento de deteccdo de apoptose e necrose por Anexina V FITC/ lodeto de
Propidio (AN/PI) consiste na ligagdo da anexina V-FITC (BD Biosciences) a fosfatidilserina,
na membrana das células integras, mas com exposicdo de fosfatildiserina, que estdo iniciando
0 processo apoptético e na ligacdo do iodeto de propideo (BD Biosciences), que emite alta
fluorescéncia quando ligado ao DNA de células néo integras. Assim, foram classificadas como
celulas em apoptose aquelas com marcagdo somente para Anexina-V (AN+)/(P1-), e aquelas
com dupla marcacdo de Anexina V e Pl (An+)/(Pl+), células em necrose somente com

marcacdo para Pl (An-)/(PI+) e células viaveis ndo apresentaram nenhuma marcacao.

A marcacdo para anexina V/iodeto de propidio foi realizada utilizando o kit FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences) seguindo as instrugdes do préprio
fabricante. Células MCF-7 na concentragéo de 1,0 x 10° células/mL, foram incubadas por 24 e
48 h com a substancia teste. Apds os tratamentos as células foram centrifugadas e
posteriormente lavadas com salina. O sobrenadante foi descartado e ao pellet celular foi
adicionado 400 pL de tampao de ligagao e em seguida acrescentados 5 pL de Anexina V-FITC
e 5 uL de iodeto de propidio. As células foram entdo incubadas em temperatura ambiente por
15 min, e posteriormente foi feito a aquisicdo dos dados em citdmetro de fluxo (BD LSR
Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e Flowjo
Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Ao todo 10.000 mil eventos foram analisados

por amostra.

3.8 DETERMINACAO DO CICLO CELULAR E FRAGMENTACAO DO DNA

O ciclo celular é constituido pelas seguintes fases: G1, S, G2 e M. Na (fase G1) a célula
é bastante ativa e atuando na constru¢do do DNA cromossémico e das proteinas associadas,

além de acumular reservas de energia suficientes para concluir a tarefa de replicar cada
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cromossomo no nucleo. Durante a fase S, (fase de sintese), a replicacdo do DNA resulta na
formagcdo de duas copias idénticas de cada cromossomo - cromatides irmas - firmemente fixadas
na regido do centrébmero. Na fase seguinte (fase G2), sintetiza as proteinas necessarias para a
transcricdo seguida para a mitose. Diante das informacdes aqui apresentadas as fases do ciclo
celular podem ser caracterizadas por variagdes no seu contetdo de DNA que elas apresentam,
que quando analisadas por citometria de fluxo apés marcacdo com iodeto de propideo,
permitem quantificar a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (CIBAS, 1995).
O iodeto de propideo (IP) € um agente fluorogénico hidrofilico com capacidade de se ligar no
DNA celular emitindo alta fluorescéncia, refletindo a fase celular em que essas células se
encontram (MACKLIS; MADISON, 1990).

As células MCF-7 foram plaqueadas na densidade de 1,0 x 10° células/mL com
diferentes concentracBes do composto teste. Uma aliquota de 2mL foi recolhida apds a
incubacdo com a substancia. As células foram diluidas com uma solugdo de permeabilizacdo
para que o Pl pudesse se ligar aos ntcleos de todas as células analisadas (100 pg/mL de DNAse,
0,1% de citrato de sodio, 0,1 % de triton X-100 ¢ foi acrescentado 2 pg/mL de iodeto de
propideo (BD Biosciences). Na auséncia de luz e a 37 °C, ap6s 15 minutos, as células foram
analisadas por citdbmetro de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). Ao todo 10.000 mil eventos foram analisados por amostra.
As diferentes fases do ciclo celular foram identificadas usando o programa Flowjo Software 10
(Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA).

3.9 EXTRACAO DE PROTEINAS E WESTERN BLOTTING

Os niveis de proteina Mcl-1 e Bcl-xI foram detectados por analise de Western blotting.
As células MCF-7 foram inoculados em garrafas pequenas de culturaa 5,0 x 10° células / mL
e tratadas com as seguintes condig¢fes durante 24 h e 48 h: 1) DMSO (0,1 %) como controlo
negativo, 2) Pacharina (20 uM), 3) Pacharina (40 uM), 4) Bauhiniastatina-1 (20 uM), e 5)
Bauhiniastatina-1 (40 uM). Apds os tratamentos, as células foram recolhidas por centrifugacéo
a 2000 rmp durante 5 min. Os sedimentos celulares foram ressuspensos em 60 pl de tampéo
RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Triton 1%, Deoxicolato de Sodio 0,5%, SDS 0,1%, EDTA
1uM) mais 3 pl de inibidor de protease (1:100 v/v), ortovanadato de sddio e fluoreto de sodio

e os lisados foram centrifugados (13.000 rpm 20 min a 4 ° C). De cada amostra, 30 pg de



41

proteina total foram carregadas com o tampéo Blue Juice 5X. O marcador de peso
molecular Full-Range Rainbow Marker (12 — 225 kDa; GE Healthcare) foi utilizado. As
amostras foram separadas em 5 a 12,5% de SDS PAGE e as proteinas foram transferidas para
a membrana de nitrocelulose GE Amersham Hybond ECL 0.45um Nitrocellulose Blotting
Membrane. Em seguida a membrana foi incubada com tampédo de bloqueio (1X TBST- 5%
nonfort dry milk) durante 1 h e depois incubada com os anticorpos priméarios Mcl-1 e Bcl-xI
(Cell Signaling Technology ™) deixados em overnight. Transcorrido o tempo, a membrana foi
lavada 3 vezes com TBST e depois incubada com o anticorpo secundario Anti-Rabbit (Cell
Signaling Technology ™). Para 0 controle usou-se o anticorpo primario [-actina
(sigmaaldrich™) e o secundario anti-mouse, seguindo as mesmas especificagdes acima. As
bandas de interesse foram reveladas usando ECL prime Western Blotting (GE helthcare) e

depois fotografadas e analisadas, usando o Software Image Lab 6.0.1 Bio- RAD.

4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos de confianca
de 95%, por regressdo nao linear, a partir de pelo menos trés experimentos independentes
realizados em triplicata. A diferenca entre 0s grupos experimentais foi avaliada pelo teste
ANOVA (anélise de variancia) seguida do teste de Dunnett's Multiple Comparison (P < 0,05).
O programa Graphpad Prism versdo 5.0 foi utilizado para a realizacdo de todas as analises
(GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DOS COMPOSTOS PACHARINA E BAUHINIASTATINA-1 NA
VIABILIDADE CELULAR NAS LINHAGENS TUMORAIS E NAO TUMORAIS

Para andlise quantitativa da viabilidade e proliferacdo celular, os compostos da
pacharina e bauhiniastatina-1 foram testados em diferentes linhagens celulares (MCF-7, HT-
29, HCT 116, HL-60, HepG2, L292, MRC-5 e PBMC), para uma triagem citotoxica utilizando

0 ensaio do MTT.

A tabela 2 apresenta os resultados encontrados dos valores de Concentracdo Inibitoria
em 50% apds 72 h de incubacdo. Os compostos PAC e BAU apresentaram efeito citotoxico
para todas as linhagens de células tumorais testadas. Tendo para estes resultados valores de ICso
variando de 12,5 a 62,48 uM para as linhagens HL-60 e HT-29, respectivamente, para o
composto da pacharina. A bauhiniastatina-1 apresentou valores de ICso variando de 10,6 a
maior que 100 puM para as linhagens de células tumorais HL-60 e HT-29, respectivamente. A
doxorrubicina apresentou valores de 1Cso variando de 0,14 a 2,67 uM também para as linhagens

HL-60 e HT-29 respectivamente.

Para as células ndo tumorais L292, MRC-5 e PBMC, a pacharina apresentou valores de
ICso variando de 62,85 para a célula L292 a maior que 100 uM para as células MRC-5 e PBMC.
Enguanto a bauhiniastatina-1 apresentou valores de ICsg entre 65,0 para a célula MRC-5 a maior
que 100 uM para a célula PBMC. A doxorrubicina, 0,97 e 3,31 uM, para as células L292 e

MRC-5, respectivamente. A Tabela 3 mostra o indice de seletividade (IS) calculado.
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Tabela 2. Atividade citotdxica dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 em células com

diferentes tipos histologicos.

Células Tipo histoldgico ICs0 em pM
DOX PAC BAU
Ceélulas cancerigenas
Leucemia
. - 0,14 12,5 10,6
HL-60 ﬁrom'e'oc'“ca 010-0,19  993-1573  815-13,77
umana
MCE-7 Adenocarcinoma 0,55 20,0 21,83
Carcinoma de 0,23 19,25 25,70
HCTLI6  olorretal 016-031  16,29-2296  22,53-28,87
Carcinoma
HepG2 hepatocelular 0,25 48,22 41,33
humano 0,16 - 0,40 35,62 - 65,29 23,41 -72,92
HT-29 Adenocarcinoma 2,67 62,48 >100
de c6lon humano 1,76 - 4,01 40,07 - 97,40 77,07 - 404,57
Ceélulas ndo cancerigenas
L909 Fibroblasto de 0,97 62,85 >100
teC_IdO conjuntivo 0,68-1,38  27,44-14392 33,69 -317,35
animal
Peripheral blood 18
PBMC mononuclear cell : >100 >100
ativados com 09-33
fitohemaglutinina
3,31 >100 65
MRCS 191-574 61,18—13092  47,35-89,19

Fibroblasto de
pulmdo humano

Valores de ICsp e 0 respectivo intervalo de confianca de 95% de pelo menos trés experimentos independentes

realizados em duplicata pelo método do MTT ap6s 72 h de incubacdo obtidos por regressao ndo-linear. A

doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo. Pacharina (PAC) e Bauhiniastatin-1 (BAU).
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Tabela 3. indice de seletividade dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1.

Células

cancerigenas

Células nao cancerigenas

1292 MRC5 PBMC
DOX PAC BAU DOX PAC BAU DOX PAC BAU
HL-60 692 502 9,75 23,64 7,16 6,13 1085 64 7,54
MCF-/ 176 314 473 601 4,47 2097 327 40 36
HCT116 421 326 4,02 1439 4,64 252 782 415 311
HepG2 388 130 2,50 1324 1,85 157 72 165 1,93
HT-29 036 100 0,58 123 143 0,36 067 128 045

Os dados apresentam o indice de seletividade (IS) calculado com a seguinte formula: 1S=ICso[células
ndo cancerigenas] / ICso[células cancerigenas]. Células cancerigenas: MCF7 (adenocarcinoma de mama
humano); HT-29 (Adenocarcinoma de célon humano); HCT 116 (carcinoma do c6lon humano); HL-60
(leucemia promielocitica humana) e HepG2 (Carcinoma hepatocelular humano). Células nédo
cancerigenas: L292 (Fibroblasto de tecido conjuntivo animal) e MRC-5 (fibroblasto pulmonar humano).

Doxorubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. Pacharina (PAC) e Bauhiniastatina-1 (BAU).

5.2 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR — EXCLUSAO POR AZUL DE
TRIPAN

A citotoxicidade dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 foi confirmada pelo
ensaio de exclusdo azul de tripan em células MCF-7 e HL-60, ap6s 24 e 48 h de incubacdo. A

pacharina e a bauhiniastatina-1 reduziram significativamente o nimero de células viaveis.

Nas células da MCF-7, o composto da pacharina nas concentragdes de 20 ¢ 40 pM
reduziu o namero de células viaveis de 36,2 % e 46,74 % ap0s 24h, para 49,64 % e 65,36 %
apos 48h (Fig. 5A-B, tabela 4). A bauhiniastatina-1 na mesma linhagem, nas concentracdes de
20 e 40 uM, reduziu 0 numero de células viaveis de 48,23 % e 45,64 % apos 24h para 70,93 %
e 78,87 % apos 48h (Fig. 5A-B, tabela 4). A doxorrubicina na concentracdode de 1,8 uM

reduziu o namero de células viaveis de 40,67 % ap06s 24h para 68,53 % ap6s 48h de tratamento.
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Na linhagem HL-60 houve reducdo do nimero de células vidveis, pelo tratamento com
0 composto da pacharina nas concentra¢des de 10 e 20 uM, de 25,17 % e 39,19 % ap0ds 24 h,
para 60,84 % e 70% ap0s 48 h, respectivamente (Fig. 6A-B, tabela 4). Para o composto da
bauhiniastatina-1, também nas mesmas concentragdes 10 ¢ 20 uM, houve redugdo do nimero
de células viaveis de 32,21 % e 52,34 % apds 24h, para 49,87 % e 74,55 % apos 48 h,
respectivamente (Fig. 6A-B, tabela 4). Ja a doxorrubicina reduziu o nimero de células viaveis
de 42,39 % apds 24h, para 87,88 % apos 48h. N&o foi observado aumento significativo (p >
0,05) nas ceélulas nédo viaveis.

Figura 5. Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 na viabilidade celular da MCF-7
pela coloragdo com azul de tripan ap6s 24 h (A) e 48 h (B) de incubagdo. O controle negativo
(CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado para diluir o composto testado, nesta
concentracdo o DMSO néo é citotoxico. Pacharina (PAC, 20 - 40 uM) e Bauhiniastatina-1
(BAU, 20 - 40 uM). A doxorrubicina (DOX, 1.8 uM) foi utilizada como controle positivo. Os
dados sdo apresentados como a média + E.P.M. (erro padrdo da média) de dois experimentos

independentes realizados em triplicata. * P <0,05 em comparagdo com o controle negativo por

ANOVA seguido do teste de Dunnett's Multiple Comparison apresentando significancia.
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Figura 6. Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 na viabilidade celular da HL-60
pela coloragdo com azul de tripan ap6s 24 h (A) e 48 h (B) de incubagdo. O controle negativo
(CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado para diluir o composto testado, nesta
concentracdo o0 DMSO néo é citotoxico. Pacharina (PAC, 10 - 20 uM) e Bauhiniastatina-1
(BAU, 10 - 20 uM). A doxorrubicina (DOX, 1.8 uM), foi utilizado como controle positivo. Os
dados sdo apresentados como a média = E.P.M. (erro padrdo da média) de dois experimentos
independentes realizados em triplicata. * P <0,05 em comparacdo com controle negativo por

ANOVA seguido do teste de Dunnett's Multiple Comparison apresentando significancia.
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Tabela 4. Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 na viabilidade celular das

linhagens MCF-7 e HL-60 pelo ensaio de exclusdo azul de tripan apds 24 h e 48 h de incubacao.

Linhagem Tratamento Taxa de Inibicdo dos compostos testes ap06s tratamentos (%)

MCF-7 % Inibicdo 24h % Inibicdo 48h
Doxorrubicina 40,67 68,53
Pacharina 20 uM 36,2 49,64
Pacharina 40 uM 46,74 65,36
Bauhiniastatina-1 20 uM 48,23 70,93

Bauhiniastatina-1 40 uM 45,64 78,87
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Doxorrubicina 42,39 87,88
Pacharina 10 uM 25,17 60,84
Pacharina 20 uM 39,19 70,06
Bauhiniastatina-1 10 uM 32,21 49,87
Bauhiniastatina-1 20 uM 52,34 74,55

A tabela apresenta os valores correspondentes a porcentagem de pelo menos dois experimentos

independentes realizados em triplicata. A doxorrubicina foi usada como controle positivo.

5.3 EFEITO DO TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS PACHARINA E
BAUHINIASTATINA-1 NA ALTERACAO MORFOLOGICA APOS INCUBACAO ENTRE
24HE48H

A Figura 7 apresenta a morfologia das células MCF-7 e HL-60 tratadas com pacharina e
bauhiniastatina-1, por coloragdo com May-Grunwald Giemsa, onde se observa reducdo no

volume celular, condensacéo da cromatina e presenca aumentada de células em fases mitdticas.

Figura 7. Aspectos morfolégicos das células MCF-7 e HL-60 apos tratamento com pacharina
e bauhiniastatina-1 por 24 ¢ 48h nas concentragdes de 10, 20 e 40 uM. O controle negativo
(CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado para diluir o composto testado, nesta
concentracdo o0 DMSO ndo é citotdxico. A doxorrubicina (DOX, 1.8 uM), foi usada como
controle positivo. O efeito das substancias sobre a morfologia celular foi avaliado por
comparacdo ao controle tratado apenas com o veiculo utilizado para diluir as substancias. As
setas indicam células com condensacdo da cromatina ou DNA fragmentado, alteracoes

morfologicas caracteristicas de processo apoptoticos e mitoticos.
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5.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS DAS CELULAS MCF-7 EM MONOCAMADA

A citotoxicidade dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 foi avaliada nas células
vivas in vitro da cultura formada a partir de células MCF-7. O tratamento com esses compostos
nas concentra¢des de 20 e 40 uM, nos intervalos de 24 e 48 horas, resultou na detec¢do de
paradas de fusos mitdticos, assim como diminui¢do no volume celular, sugerindo que ambos

compostos apresentam acao citostatica (Fig. 8).
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Figura 8. Efeito dos compostos pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU), em células MCF-
7 in vitro. Células examinadas por microscopia Optica (20X). Células MCF-7 foram tratadas
por 24 e 48h com os compostos nas concentragdes de 20 e 40 uM. O controle negativo (CTL)
foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO) usado para diluir o composto testado, nesta

concentragcdo o DMSO néo é citotoxico. As setas indicam paradas nas fases mitoticas.

CTL PAC- 20 uM PAC- 40 uM BAU- 20 uM BAU- 40 uM

5.5 AVALIACAO DO PERFIL DE MORTE CELULAR PELA DUPLA COLORACAO COM
ANEXINA V-FITC / PI

A citometria de fluxo mostrou que os compostos pacharina e bauhiniastatina-1 atuaram
na inducdo de apoptose de células MCF-7 humanas (Fig. 9). As células do quadrante superior
esquerdo Q1, representam o grupo de células necroticas, o da direita Q2, o grupo de células em
apoptose tardia. As células que estdo no quadrante inferior direito Q3, representa o grupo de

células em apoptose inicial e o quadrante inferior da esquerda Q4, as células viaveis.

Para determinar a porcentagem de morte celular por apoptose e necrose causada pelos
compostos pacharina e bauhiniastatina-1, as células foram tratadas nas concentracdes 20 e 40

UM por 24 e 48 horas, seguido de analise em citdometro de fluxo com marcagao para anexina V-
FITC/PL.

As células da MCF-7 incubadas por 24h com os compostos da pacharina e
bauhiniastatina-1, apresentaram uma porcentagem de apoptose variando de 24 e 47% para as
concentragdes de 20 e 40 uM. Com um aumento significativo de 47% de apoptose nas células
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tratadas com a bauhiniastatina-1 na concentragdo de 40 uM. A doxorrubicina utilizada como
controles positivo, apresentou uma porcentagem de 23% para apoptose, e induziu um aumento

de modo significativo de 81% para necrose no mesmo intervalo de incubacéo (figuras 9 e 10A).

Para o tratamento com 48h, com os compostos da pacharina na maior concentracéo 40
uM, observou-se um aumento significativo de apoptose com uma média de 49%. Nas células
tratadas com o composto bauhiniastatina-1 observou-se um aumento significativo nas
concentracdes (20 e 40 uM), com porcentagens de 37 e 38% de apoptose. A doxorrubicina
também utilizada como controles positivo, induziu um aumento de modo significativo de 36%

de apoptose e 58% para necrose (figuras 9 e 10B).

Assim, sugerimos que 0s compostos em estudos apresentam acdo apoptdtica. Para o
composto da bauhiniastatina-1 este apresentou apoptose no intervalo de 24h na concentracédo
de 40 uM, ja no tratamento com 48h houve indugdo de apoptose tanto nas concentrac@es de 20
e 40 uM. No composto da pacharina observamos apoptose para o intervalo de 48h na

concentracdo de 40 pM.

Figura 9. Efeito dos compostos pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU) na inducéo de
apoptose em células MCF7 determinadas por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/PI
apos 24 e 48 h de incubacdo. Dot plots representativos mostrando a porcentagem de células
viaveis (Q4), em apoptose inicial (Q3), apoptose tardia (Q2) e necrose (Q1). O controle
negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO). A doxorrubicina (DOX, 1.8 uM),

foi utilizada como controle positivo.
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Figura 10. Efeito dos compostos pacharina (PAC) e bauhiniastatina-1 (BAU) na inducédo de
apoptose em células MCF-7 determinadas por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/PI
apos 24 (fig. A) e 48 h (fig. B) de incubacdo. Quantificacdo da porcentagem de células viaveis,
em apoptose e necrose. O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO).
A doxorrubicina (DOX, 1.8 uM), foi utilizada como controles positivos. Os dados sdo
apresentados independentes realizados em duplicata. * P <0,05 em comparagdo com o controle
negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett's Multiple Comparison.como a média £

E.P.M. de trés experimentos.

3 Viaveis CJ Apoptose @ Necrose [ Viaveis 3 Apoptose B Necrose
1001
*

804H
60 . 60-

404

20+

Células MCF-7 tratadas por 24h (%)
*
Células MCF-7 tratadas por 48h (%)




24h

48h

52

5.6 ANALISE DO CICLO CELULAR

A distribuicdo do ciclo celular em células MCF-7 tratadas com o0s compostos da
pacharina e bauhiniastatina-1 foram investigados por citometria de fluxo ap6s 24 e 48 h de
incubacdo. Em todas as concentracfes, o tratamento com 0s compostos pac e bau, ndo resultou
em um aumento significativo no nimero de células em nenhuma fase especifica do ciclo celular
em comparagdo com o controle negativo, ou seja, 0s compostos ndo atuaram numa fase
especifica do ciclo celular, como mostrado na (Fig. 11). Havendo apenas parada no ciclo para
o controle positivo, doxorrubicina, com aumento na fase G2/M ap6s 48h de tratamento, como
pode ser visto na (Tabela. 5). Sugerimos assim, que os efeitos dos compostos sejam mais lentos,
precisando de maior tempo de incubacdo, por exemplo 72 h, para que se possa ter uma melhor
resposta quanto a inducdo de fragmentacdo do DNA. Sugerindo-se um tempo maior de
incubacdo para que se possa obter uma resposta mais especifica quanto a atuacdo destes

compostos frente ao mecanismo de regulacéo do ciclo celular.

Figura 11. Histogramas representativos da andlise da distribuicdo do conteddo de DNA
determinados por citometria de fluxo. Células de adenocarcinoma de mama MCF-7 foram
analisadas apds o tratamento com os compostos da pacharina e bauhiniastatina-1 por 24 e 48 h.
O controle negativo (CTL) foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%) utilizado para solubilizar
e diluir as substancias. A doxorrubicina (1.8 uM) foi utilizado como controle positivo. Os
histogramas séo representativos de pelo menos trés experimentos independentes realizados em
duplicata. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados

por amostra.
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Tabela 5. Efeito dos compostos pacharina e bauhiniastatina-1 sobre a distribui¢do do contetido

de DNA celular.

Tratamento Concentragéo Distribuicio do Contetido de DNA (%)
24 h de tratamento (um) Sub GO Gl S G2/M
DMSO 0,1% - 16,04+9,7 40,32+10,93 7,183+1,59 22,21 +7,71
Doxorrubicina 1.8 uM 33,33+26,4 3455+11,86 6,160+227 17,14+11,76
Pacharina 20 uM 19,07+84 39,60+1464 5998+4,29 18,56+ 8,51
Pacharina 40 uM 2463+9,03 3293+1049 8,675+363 17,01+6,87
Bauhiniastatina-1 20 uM 1851+13,6 39,08+1059 8,267+4,19 21,93+8,29
Bauhiniastatina-1 40 uM 2237+113 39,73+£1280 7,930+548 17,23+5,50
48 h de tratamento
DMSO 0,1% - 2578+093 62,67+226 1251+700 18,18 +9,68
Doxorrubicina 1.8 uM 1868+0,35 47,20+6,89 7,585+157 34,80*+9,86
Pacharina 20 uM 2,668+£190 61,47+733 8,495+4,78 17,96 £ 6,17
Pacharina 40 uM 2,042+193 58,22+961 8573+2]19 19,07 £ 3,81
Bauhiniastatina-1 20 uM 2498+145 50,03+£946 8,322+1,13 27,57+10,73
Bauhiniastatina-1 40 uM 2,366+1,70 59,92+17,29 8,010+166 17,60%8,59

A tabela apresenta os valores correspondentes a média = E.P.M de pelo menos trés experimentos

independentes realizados em duplicata. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,1%)

utilizado para solubilizar e diluir as substancias. A doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os

detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. *P < 0,05

guando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.

5.7 DETECCAO DE EXPRESSOES DE MCL-1 E BCL-XL USANDO WESTERN

BLOTTING

Para compreender melhor a via de morte celular das células MCF-7 pelos compostos

pacharina e bauhiniastatina-1, foi realizado o ensaio de western blotting. As proteinas Mcl-1 e
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Bcl-xL, foram analisadas ap6s o tratamento dessas células pelos mesmos compostos entre 0s
intervalos de tempo 24 e 48 h, nas concentracOes de 20 e 40 uM. Os compostos aqui estudados
induziram uma diminuicdo significativa da expressao proteica do Mcl-1 no intervalo de 24h
para as concentracdes de 20 e 40 uM (Fig. 12 A, C). No intervalo de 48h, houve a repressdo
desta proteina, Mcl-1, nas células tratadas com os compostos pacharina e bauhiniastatina-1 nas
maiores concentragdes 40 uM (Fig. 12 A, D). Observou-se também uma diminui¢do na
expressao da proteina Bcl-xL nos resultados pelo blot, no intervalo com 48h para os compostos
PAC e BAU de maior concentracdo 40 uM (Fig. 12 B, F). Além disso, os compostos PAC e
BAU ndo induziram alteragOes estatisticamente significativas na expressdo da proteina Bcl-xL
apos 24h de tratamento (Fig. 12 B, E), no entanto, esses mesmos compostos conseguiram
reduzir significativamente a expressdo proteica da Bcl-xL apds 48h de tratamento nas maiores

concentracgdes, 40 uM (Fig. 12 F).

Figura 12. AlteracGes na expressdo de proteinas relacionadas a apoptose apds incubagcdo com
compostos pacharina e bauhiniastatina-1. Em (A-B) andlises de Mcl-1 e Bcl-xL realizadas por
western blotting, tratadas com as seguintes condi¢des durante 24 h e 48 h: 1) DMSO (0,1 %)
como controlo negativo, 2) Pacharina (20 uM), 3) Pacharina (40 uM), 4) Bauhiniastatina-1 (20
uM), e 5) Bauhiniastatina-1 (40 uM). Em (C, D, E, F) quantificacdo da porcentagem dos niveis
de inibig&o das proteinas Mcl-1 e Bcl-xL nos intervalos de 24 e 48h. O controle negativo (CTL)
foi tratado com o veiculo (0,1% de DMSO). Os dados sdo apresentados como a média + E.P.M.
* P <0,05 em comparacdo com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett's

Multiple Comparison.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os poucos relatos na literarutra sobre os compostos pacharina e
bauhiniastatina-1 e tendo em vista suas propriedades farmacoldgicas e medicinas, buscamos
compreender melhor o mecanismo de atuacdo desses compostos em células cancerosas. Logo,
foi realizado um estudo farmacoldgico para avaliar seu potencial citotoxico em diferentes
linhagens de células cancerigenas. Inicialmente foram avaliadas a atividade citotoxica e sua
seletividade em relacdo a células cancerigenas e ndo cancerigenas. Em seguida, foi estudado o
mecanismo de acdo envolvidos na citotoxicidade destes compostos, assim como as vias pelas

quais eram induzidas as mortes destas células.

Um numero de dibenzo[b, floxepinas de ocorréncia natural foi isolado a partir de plantas
do género Bauhinia e muitas delas também exibem atividades bioldgicas importantes (FILHO,
2009). Por exemplo, alguns estudos com o extrato bruto da raiz de Bauhinia saccocalyx Pierre
exibiu atividade antimalarica e antimicobacteriana (KITTAKOOP, 2004). Pettit et al. isolou de
Bauhinia purpurea L., a bauhiniastatina-1 que exibiu atividade significativa de inibicdo de
crescimento contra linhagens de cancer humano (PETTIT, 2006). Da mesma planta, Kittakoop
et al. descreveram a bauhinoxepina J, que mostra potentes atividades antimicobacterianas e
antimalaricas, bem como atividade inibitoria do crescimento tumoral, contra células KB
(BOONPHONG, 2007).

Com base nestes dados e tendo em vista a auséncia detalhada na literatura, sobre as vias
envolvidas de morte nas células cancerosas, estudamos o mecanismo de a¢do dos compostos

pacharina e bauhiniastatina-1 em células tumorais.

Nesse estudo, os achados para o teste de citotoxicidade, corroboraram para com outros
estudos, apresentando-se atividade citotdxica com inibicdo significativa no crescimento celular
das linhagens tumorais MCF-7 e HL-60 (PETTIT, 2006; GOIS, 2013).

Quanto a analise para o grau de seletividade dos compostos pacharina e bauhiniastatina-
1, observamos que os valores de ICso nas células cancerigenas eram menores do que nas ndo
cancerigenas. Tendo em vista que, valores de IS sdo considerados significativos quando
apresenta valores > 2,0 (SUFFNESS e PEZZUTO, 1990). Dentre as linhagens testadas para 0S
compostos da pacharina e bauhiniastatina-1, a HL-60 e MCF-7 apresentaram maior valor de IS
(9,75) e (4,73) respectivamente, para o tratamento com o composto da bauhiniastatina-1. Logo,

quanto a avaliagdo para a citotoxicidade em células ndo tumorais aqui realizadas, observou-se
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que os compostos aqui testados, induziram morte celular significativa nas células tumorais,

porém se mostraram menos toxicos quando comparados as linhagens ndo tumorais.

Aqui sugerimos também, que os compostos pacharina e bauhiniastatina-1 apresentam
caracteristicas citostaticas, em virtude da capacidade de inibicdo no estado de evolucdo das
neoplasias, sendo confirmado pelo teste de azul de tripan, onde foi observado uma reducdo do
volume celular, sem um aumento do crescimento das células viaveis, nas linhagens testadas
(MCF-7 e HL-60) durante os tratamentos com 24 h, e sendo mais acentuada para os tratamentos
com 48 h de incubacdo. Os achados para as modificagdes morfoldgicas foram observados
apresentando redugdo do volume celular, condensacdo da cromatina e aumento das células
bloqueadas nas fases mitoticas. Nada se achou na literatura a respeito das alteracdes

morfoldgicas aqui apresentadas, quanto ao uso desses compostos.

Ap0s a célula sofrer um dano, seja por um agente interno como dano ao DNA, choque
térmico, privacdo de nutrientes, ou por inducdo de um agente farmacologico, essa célula passa
por um processo de morte celular programada (FULDA, 2006). Proteinas existentes dentre do
compartimento celular, sdo como guarda costa, que atuam na defesa destas células e ao sinal de
algum erro elas agem ativando outros receptores de morte para assim da inicio a uma cascata
de sinalizacdo de morte celular. A apoptose ou morte celular programada pode ser desencadeada
por varios estimulos extracelulares e intracelulares que irdo resultar na ativacdo coordenada de
uma familia de proteases de cisteina denominadas caspases, e esse mecanismo de ativagdo ira
percorrer duas vias a extrinseca e intrinseca (DEVARAJAN, 2002; PHILLIPYAU, 2004). Na
via intrinseca a ativacdo da caspase esta intimamente ligada a permeabilizacdo da membrana

mitocondrial externa por membros proapoptoticos (Bax/Bak) da familia Bcl-2 (FULDA, 2006).

As células cancerigenas escapam da apoptose por meio de diversas estratégias que
incluem aumento da expressao de proteinas prés-sobreviventes, como Bcl-2, Bel-xL ou Mcl-1
(MERINO, 2017). Em nossos achados conseguimos identificar umas das vias de morte celular
pelas células da MCF-7, por exemplo, atraves da reducéo do nivel de expressao destas proteinas
pros-sobreviventes, como foi o caso da Mcl-1 e Bcl-xL. Consequentemente, células malignas
também atuam desregulando varias vias moleculares importantes, que atuam no controle e
reparo celular (AIRD, 2019). Portanto, o desenvolvimento de estratégias direcionadas a esses
fatores pro-sobrevivéncia tem sido um tema central para o desenvolvimento de medicamentos

e farmacos de origem natural contra o cancer (AIRD, 2019).
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Numerosos estimulos citotoxicos e moléculas transdutoras de sinal proapoptdticas
convergem nas mitocondrias para induzir a permeabilizagdo da membrana mitocondrial
externa, sendo essa regulada por proteinas da familia Bcl-2, e que apds ocorrida a ruptura dessa
membrana, um conjunto de proteinas normalmente encontradas no espaco entre as membranas
mitocondriais internas e externas sera liberada, incluindo o citocromo ¢ (FULDA, 2006;
GREEN e KROEMER, 2004). E uma vez no citosol, essas proteinas apoptogénicas
desencadeiam a execucdo da morte celular, promovendo a ativacao da caspase ou agindo como
efetores da morte independentes da caspase (SAELENS et al., 2004).

No entanto, essa via contara com proteinas antiapoptéticas (Mcl-1, Bcl-xL, Bcl-2) que
atuara impedindo a ocorréncia de sinalizacdo pelo citocromo c, sendo assim, uma das
caracteristicas marcantes das células tumorais, a resisténcia a apoptose (OKADA, 2004). Além
do mais, a superexpressao da proteina Mcl-1 tem sido associada com mau prognostico, e
evidéncias recentes de experimentos in vitro sugerem um papel importante do Mcl-1 na
sobrevivéncia de células de cancer de mama, assim como resisténcia a drogas e a apoptose
(PERRI, 2014; SHANGARY, 2003; XIAO, 2015). Apesar disso, nossos compostos se
mostraram eficientes, na repressdo desta proteina Mcl-1, para o tratamento com 24 h nas
concentragdes de 20 e 40 pM, assim como, para o tratamento com 48 h na concentragéo de 40
MM,

A proteina antiapoptoticas Bcl-xL, também apresenta caracteristicas marcantes quanto
aos mecanismos de morte celular, blogueando a libertacdo de citocromo c e a ativacdo de
caspases que induzem a apoptose (KHARBANDA, 2000), assim, sua inativacdo poténcia a
apoptose (AMUNDSON, 2000). Neste estudo, fornecemos evidéncias, de que Mcl-1 e Bcl-xL,
desempenham um papel critico nos mecanismos de morte celular nas células da MCF-7. Em
que a eliminacdo consideravel de Bcl-xL e Mcl-1, observada pelos resultados do western
blotting (fig.12) ap6s tratamento pelos compostos PAC e BAU, resultou em uma inducéo
significativa de apoptose em linhagens de células da MCF-7. Nossos dados sugerem que a
medida que o nivel de expressdo proteica do Bcl-xL foi reduzido apos 48 h de tratamento para
0s compostos da pacharina e bauhiniastatina-1, nas concentragdes de 40 M, pode-se observar
um aumento para a taxa de apoptose, entre os dois compostos em estudos, para 0 mesmo tempo
de tratamento (fig. 12-B). Confirmando assim, que a reducdo na atividade do Bcl-xL é

suficiente para induzir a célula a entrar em apoptose (GRIVICICH, 2007).
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Por outro lado, ha também um outro determinante que atua na indugdo da via de morte
celular, as caspases, que podem ser divididas em caspases iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e -10)
e efetoras (caspase-3, -6 e -7). Dentre essas, tendo-se a caspase-3, um membro do ultimo grupo,
que ¢ absolutamente crucial para a inducdo de apoptose, pois essa enzima ndo é apenas ativada
a jusante da via extrinseca e intrinseca da morte, mas também é responsavel pela clivagem da
maioria dos substratos (FISCHER, 2003). No entanto, essa mesma caspase 3 € ausente em
linhagens MCF-7, e o interesse neste trabalho pelo estudo com a mesma, foi dada por
apresentar-se como uma linhagem de tumor sélido, onde nossos resultados demonstraram um
indice de seletividade interessante, instigando nosso interesse de estudo, apresentando assim
perspectivas de investigacao por essa via. Além disso, a inexisténcia dessa caspase 3, traz como
consequéncia a reducdo da sensibilidade a inducdo de morte celular por vérios estimulos
incluindo TNF (JANICKE, 1998), assim como por outros agentes danosos ao DNA (JANICKE,
2001), e a morte dessas celulas ocorre muitas vezes na auséncia de fragmentacdo do DNA.

Apesar de serem essencias na apoptose, neste trabalho ndo foram estudadas as vias das
caspases. No entanto, alguns achados informam que caracteristicas morfologicas tipicas de
células apoptdticas, como retracdo e formacdes de bolhas, também néo sdo evidentes nas células
MCF-7 com deficiéncia de caspase 3, sendo essa protease de crucial importancia para a ativacéo
das alteracdes bioquimicas e morfoldgicas tipicas das células que sdo submetidas a apoptose
(JANICKE, 2009). Contudo, nossos achados mostraram que tanto os compostos da pacharina
quanto a da bauhiniastatina-1 na linhagem de MCF-7, apds os tratamentos com 24 e 48 h,
induziu alteracGes da morfologia por condensacéo da cromatina e principalmente pela presenca

aumentada de células em fases mit6ticas.

Por fim, os compostos aqui estudados, da pacharina e bauhiniastatina-1 mostraram-se
com propriedades citotdxicas, assim como indutoras a apoptose por via de repressao das
proteinas antiapoptoticas, Mcl-1 e Bcl-xL. Desta forma, sugerimos que estudos
complementares de mecanismo de agdo, bem como estudos in vitro, com outros tipos de
linhagens tumorais, devam ser realizados com essas moléculas para melhor caracterizar seu
potencial antineoplasico. Assim também, sendo necessario experimentos in vivo com animais,
para comprovar a toxicidade desses compostos frente a tumores no organismo vivo, para entdo

descobrirmos se a acdo dos compostos neste ambiente remete ao mesmo observado in vitro.
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7 CONCLUSAO

Dentre os resultados obtidos neste estudo, podemos identificar que as moléculas
pacharina e bauhiniastatina-1 obtidas de Bauhinia acuruana apresentaram atividade
antiproliferativa nas células tumorais, MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HL-60 (leucemia
promielocitica), e uma baixa toxicidade quando expostas a células mononucleares do sangue

periférico humano, indicando seguranca nas concentracdes testadas.

Nos achados para as modifica¢cGes morfoldgicas e bioquimicas induzidas em MCF-
7 e HL60, os compostos em estudo foram capazes de reduzir o volume celular, assim como
induzir a condensacdo da cromatina, externalizacdo da fosfatidilserina e aumento de figuras

mitéticas.

No presente estudo, também relatamos pela primeira vez que a pacharina e a
bauhiniastatina-1, induziu apoptose apds 48h de tratamento, mediada pela reducao do nivel de

expressao das proteinas antiapoptoticas, Bcl-xL e Mcl-1 em células MCF-7.
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Relatdrio Final”, disponivel no site do CEP/CCS/MUFPE. Apods apreciacio desse relatdrio, o CEP emitira novo
Parecer Consubstanciado definitive pelo sistema Plataforma Brasil.
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S SILVIA.pdf 11:4949 |SOUZA

Outros Lattes Daniel_Pereira_Bezerra. pdf 12/09/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito
11:41:23 |SOUZA

Outros projeto_detalhado_comite_de etica_SIL| 12/08/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito
V1A pdf 11:37:12 | S0OUZA

Outros CARTA_DE_RESPOSTA_AS_PENDEN| 12/08/2018 [SILVIA MARIA DE Aceito
CIAS SILVIA.docx 11:34:59 |SOUZA

Folha de Rosto folha_de_rosto. pdf 16/07/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito
17:08:20 | SOUZA

TCLE {Termos de | TCLE_Silvia.docx 16/07/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito

Enderego: Av.da Engenharia &/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Clénclas da Salde

Bairro: Cidade Universitara CEP: 50,740-600
UF: FE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-B565 E-mail: cepccs@ufpe.br
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76

Assentimento / TCLE_Silvia.docx 17:05:01 |SOUZA Aceito

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado/ | projeto_mestrado. pdf 16/07/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito

Brochura 17:02:22 | SOUZA

Investigador

Outros Declaracao_mestrado. pdf 03/07/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito
22:33:20 |SOUZA

Outros termo_de_compromisso. pdf 17/05/2018 | SILVIA MARIA DE Aceito
18:43:49 | SOUZA

Outros carta_de_anuencia.pdf 17/05/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito
184125 |SOUZA

QOutros Lattes Gardenia_Carmen. pdf 17/05/2018 | SILVIA MARIA DE Aceito
18:39:21 SOUZA

Qutros Lattes_Silvia_Souza.pdf 17/05/2018 |SILVIA MARIA DE Aceito
18:36:30 | SOUZA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
MNao

RECIFE, 25 de Outubro de 2018

Assinado por:

LUCIANDG TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador(a))

Enderego: Av. da Engenharla s/ - 1% andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciénclas da Sadde

Bairro: Cidade Universitana CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (51)2126-8588 E-maill: cepccs@ufpe.br
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